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RESUMO

A diarréia é um importante problema de saúde pública no mundo inteiro e a

Escherichia coli é um dos mais freqüentes microorganismos causadores desta doença. A

Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), um dos principais agentes etiológicos das

diarréias infantis no nosso país, é genética e fenotipicamente relacionada com a E. coli

enterohemorrágica (EHEC) que além de provocar diarréia é responsável por complicações

como síndrome hemolítica urêmica (HUS) e colite hemorrágica (HC). Embora a EHEC seja

considerada emergente pela OMS, no Brasil poucos casos de complicações como HUS e

HC foram reportados. O mecanismo de patogenicidade comum entre EPEC e EHEC é

conhecido como a lesão "attaching and effacing" nos microvilos do enterócito. Esta lesão é

mediada por um conjunto de fatores de virulência, dentre eles a int.imina. Aint.imina é uma

proteína de membrana externa, responsável pelo íntimo contato da bactéria com o

enterócito, possui uma região N-terminal que é altamente conservada e uma região C

terminal que é variável. De acordo com a região variável, existem vários subtipos de

intimina, dentre eJes as intiminas u,' p e y, Uma infecção por EPE-C ou EHE-Cinduz- a· uma

resposta de antiCorpos anti-intimina no soro e no colostro. No presente trabalho, foram

determinados os anticorpos contra as regiões variáveis a, ~. e "I e a região conservada em

100 amostras de soro e em 54 coiostros de adú1tos saúdâveis- da Grande São Paulo. As

concentraç15es de fgG sérico e oe IgA secretora. foram determinadas- por -eUSA- uti1izando

como antígeno· proteínas- purificadas- obtidas- de bactérias- recombinantes· de cada int4mina e

os resultados foram submetidos a- análise- estatística. F-oram também- realizadas absorções

com -as- -ba-etérias- -recombirrantes e "8ns'aios- -deinibiçãu -de- -adesão. Primeiramente

ob.s.ery,amos .q,ue JlO.ssa:po.p.u.~ção apre.s.enfaanticorpo.s'.sériC.QSr.ecretore.s reatiYos' com a

região· conservada e· as- Feg·iõe-s- variáveis-das·· int4minas-a, ~- e- y, e- .que-e-xiste- uma-C0rrelação·

positiva·entfeos ,dif-erentes· grtlpos dedados, ·mostrando assim uma reatividade cruzada'

parcial:' entre·os· anticorpos'anti:.intiminas; esterfato'·foi"c'O'nfirma'do· com as absorções' e com

OSc ensaios de, ades.âo•. A conceotraçãod~pnticoJ;posJgJS. no.coIQstro.é_majs_alfaqueJg:G_no..

soro e a-.C0ncentração de. antiCorpos.antl;'região.conservada.da .Jntlmína-.no soro se encontra

elevada quando comparada· com as outras três determinações. Em ensaio de- adesão· em

-células HEp-2', foi' verificado que anticorpos anH-região variável inibem a- adesão' de' EPEC

0127:H6 liumá porcentagem maior que os anticorpos anti-régião conservadá. Apresença

de antiCorpos anti:"região variavef da- fntir.nina- y sugere mais· uma- vez a- possivel proteção

contra a E-H-EC. E-m conjunto, nossos resultados corroboram com- a idéia- de que nossa

população desenvolve uma imunidade n'atural resultante da exp-osiçã'o- a linhagens' de E. (;oli

ou outras bactérias presentes no ambiente, que confere uma proteção contra. EHE-C:, mesmo

não sendo esta- bactéría- tão freqüente no· nosso meío.



Antíbodies reaetive witn (1, II and y intímins ofEscheríchfa co/r in serum and
eotostrum samptes of Itealthy adutts living- in São- Pauto, Brazit.

ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is- a leading cause of infantile diarrhea in

developi-ng cou-ntries, a-nd nas many ge-netic and- a-ntigenic similarittes with

enterohaemorrhag:ic Escherichia coH (EHEC). EHEC can caus-e- a variety of human iUne-sses

fanging from uncompjjcated diarrhea to Daemorrhagic colitis and haemolytic uremic

synórome-. EHEC straíns- share- wilh EPEC the abílity to induce the attachfng- anó efradng

lesmn (AlE) onto the- human enterocyte membrane- mediated by virulence- factors- codified by

the patogenicity island- LEE, as the type UI secretion system, Esps, intiminand- Tir. The

infection- with EPEC a-n-d EHEC induces the production oi" antibodies reactive with tnese

viruJence tactoIs. J:ntimin is an outer membrane protein tha! mediates intimare attachmenf- in

the nost cells, upon iflteractión wiIh iIs- translócated receptor Tlr. This proteín- snows- nig-h

conservationin the- N--terminal region a-nd variability in the-last c-terminal280 amino acids.

Many subtypes of intimins, Hke a, j3 and y, were described according to the variable region. In

this- work we- determined the concenlration of IgG anlibodies in 100 serum samp.les- and IgA

ant4bodies in 54 colostrum samples reactive- with the variable- regions a, p and y int4mins and

the- eunserved reg:ion in healthy Brazilian adutts, living: in São Paulo-. lhe eoneentrations- of

seric JgG and secretor JgA antJ,-intimin antibodies were determined by EliSA- with purified

protelns obtalned ITom recomblnant bacterla expresslng the conserved and the- varJ8ble

regions-, and then the- res-ults- were s-ubmitted to s-tatis-tical analys-is-. Some absorptions- and

adhesion assays were performed with the aim of investigate cross reactions among the

various antibodies. Firstty- we observed t/1at our poputation nas seric and secretory

antlbodies reactlve wlth conserved and variable regions- ofa, ~. and y íntlinlns, and there are

a positive corr~ation among these- antibodies in serum and colostrum, showing a partia!

cross reactivity among anti:..intimins antibodies. This was confirmed by the absorptions and

adhesion assays. IgA antibodies in colostruri1 were higher than Ig0 in seruri1, wnat could be

related with lhe profective effecl of breastfeeding- agafnsl EPEC- ihfection ih ihfanIs. Ihe seric

aníibodies- anti-conserved region were higher compared to the other three determinalions-.

The resuUs obtained in the adhesion assays showed that the percentage of inhibition

adtiesion to EPEC o-127-:H6 serotype with anti'-variable regions antibodres was- higheT than

anti~conserved regions. The presence Df anti~y variable- region suggest-s the- possible

protection against EHEC. Taken together, our res-ults- s-ugges-t that our population develop a

natural immunityasa- result of the direct contact with E. coH strains or other bacteria present

in the envirçnment, wnicl1 confers protection ag:ainst EHEC, alt\Toqgn- ttis notfrequentin çur-
'., '.. . _ ... "- - ." ~. - -' _..... _. - - -

popuJation.
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A dfarréia aguda é uma das mafs- comuns- causas de morbjdade e mortalidade

no mundo inteiro e é considerada responsável por 2 a 3 milhões de mortes- por -ano,

ocorrendo mais em crjanças menores de 2 anos em paises subdesenvohtjdos

(DENNEHY, 200&; K08EK et ai., 2003).

Denomjnamos dlarréía aguda a condIção c1Tnlca em que ocorre perda anormal

de água e etetróHtos- por via intestinal, decorrente do rompimento- do- equiHbrio das

funções fisfológlCas do tubo dlgestívo (digestão-, absorção e secreção). Carac1eríza

se- por alteração do hábito intestinal com aumento- do- número- de evacuações e

díminuição da consistência das fezes, que pode ser acompanhada por vômitos e

febre- (GR1SI et aL, 2000}. Todos- estes sintomas podem estar assodados à má

nutríção e a uma defiCiência imunológIca de cada fndhtfduo (FAGUNDES-NETO &

SCALETSKY, 2000}.

Dentre as- principais responsáveis- por esta doença estão as- bactéfias- da

esp-éde Escherichia coH, que- fazem p-arte da microbiota intestinal humana, mas

quando apresentam alguns- fatores de virulêncía podem causar infecção díarréica em

crianç-as e adultos (FAGUNDES-NETO & SCALETSKY, 2000'; GOMES etal., 1991J

t. Escherichia- cofi

A E. colié um bacílo Gram-n€9ativo, anaeróbio facultativo que coloniza o trato

gastmintestinal de criança-s nas primeiras- horas de vida e coexiste com o ser

humano ao longo- do tempo em uma total simbiose. tstas- amostras comens-afs

raramente causam doença, exceto em hospedeiros- imunocomprometidos ou quand-o

abarreiragastfOintestinalé rompida (NATARO& KAPER, 1998).

Existem clones de E. calí altamente adaptados que adquiriram atributos de

viru~ênciaespecfficos-, conferindo assim a- habilidade de adaptar~sea novos- nichos- e

tomando-se capaz de produzir um amplo espectro de doenças. Oe acordo com os

fatores- de- virulência, estas bactéfias- podem afe-tar especificamente- o trato intestinal

causando diarréia, ou: outros sitios extra,.intesnnais, provocando infecção do trato

urinário, sepse ou men~ngite. As diferentes- cepas de E. coli patogênicas- s-ão

classjficadas de aconto com seus antj:g:enos O (UpopoUssacarideo-LPS) Que define o

sorOQrupo e H (flagelar)-. A combinação dos antígenos O e- H definem o S-QfOt1pO

(KAPER et aL, 2004),
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A- detecção e caracterização dos- fatores de vírulêncfa são essencíais para a

identificaç-ão do- patógeno intestinal-assim- como para 0- desenvolvimento de medidas

preventivas de fnfecções- por qualquer Unhagem patogênica (lEVINE, 1987;

NATARQ-& KAPER, 1998).

~ntre as- E. colr dlarreiogênicas foram descritas seís- categorias: E calí

enteropatog-ênica (EPEC), E. coH enterohemorrágica (EHEC), E. coli

enferotoxigênica (E'ftC), E colí enferoagregatíva (EAEC), é. calí enferoinvasora

(EIEC) e- E. coli difusamente- aderente (DAEC). Cada uma destas- categ:orias foi

estabelecída de acordo- com os sftlos de infecçã:o-, manifestaçães- cJrnieas

provocadas, presença de fatores de virulência e padrão de- adesão- em culturas- de

células (LEVINE-, 1987; NATARO & KAPER, 1998). Sua pafugeníddade consiste na

colonizaçáo da mucosa intestinal, evasão das- defesas do- hosp-edeiro-, multiplicação

e dano celular (KAPER et al, 2004).

2. EPE-C

Dentro da família das E. GoH p-atogêntcas-, a EPEC foi a primeira a s-er

iâe.ntíficada- como responsável por surtos- de dfarréia infantil nos- anos- 1940 (BRAY,

1945):. Esse-s surtos de diarréia de verão- ocorreram em p-ais-es d-e-s-envolvidos- até a

década de 1960 e tiveram como conseqüência altos- n-í-veis- de mortandade (SM1TH et

aI., 1996). Ap-6"s esse penado, e devido ir melhora nos- hábitos de htgrerre-, êlO m-e1hor

tratamento das- infecç<>es-em nospitafs- e um eficiente controle nas- medidas-de saúde

púbHea, as cepas de EPEC já nã-o eram um importante a-gente de diarréi-a nos pa'ises

desenvolvidos (NATARÚ & KAPER, 1:998-; SMlTH et al., 1-996). Mesmo- as-sifn, a

EPEC foi ain-da responsável por surtos ocasionais em criarrç-as (BOWER et at, t9S9;

PANLOZZl et aI., 1-989). Nos- paises- em- desenvolvimento-, nas- décadas- de 80- e 90 a

EPEC continuou sendo a mai-or causa- de diarréia intanti1, responsável por vários

surtos-(OONNEN-BERG& KAPER, 1992; lEVINE, 1-98-7).

Estudos feitos em paises como MéXico (CRAVIOTO et aI., 1966 e 1996),

África- do Sul (ROBlNS-SROWNE et al, 1982)- e- Bangladesh (ALBERT, 1996)

mostraram- Que 30- a 40{)!9 d:e casos d:e djarréü:l _infantil erarrr devidos a uma irrfecç30

por EPEC, que- foi responsáve~ por centenas de- milhares de- morte-s- de- crianças por

ano (NATARO 8( KAPER~ 1:998),-
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Este- quadro- também foI observado no Brasil, partTcularmente- na Grande- Sâo

Paufo, onde -a EPEC é uma das principais caus-as de dl'arréi-a em crianças -até- um

ano de-idade {GOMESetaJ., 1991 e- 199B}.

Em 1995, dur-ante- 0- segundo- Simpóslo- Internacional sobre EPEC em- São

Paulo, fof. esta-beledda a- c1assífica-ção- da- El~'-EG, senoo- denominada EPEC tfpjca- (1

EPEC) quando- carrega o piasmídeo-EAF ("EPEC adherence factor"), e atíplca (a'

EPEC) quandonãoapresenta-este plasmídeo(KAPER, 199a}. Por mujfa-s décadas a

EPEC típica foi a principal bactéria enteropatogênlca em crianças em palses em

desenvolvImento, mas- recenfes- estudos 00- nosso pa-ís- mostraram- uma queda no

seu isolamento-. Atualmente- uma maior atenção está sendo- dada às- cepas de- EPEC

atípiCas em centros- urbanos (BUERlS et aI., 2007; FRANZOLfN et ar., zoas;
GOMES et aI. 2004; REGUA-MANGIA et ai., 2004; TRABUlSI- et al., 2002).

Os- sorogrupos- de EPEC mafs- comuns-, de acordo-com- a- OrganlzaçãO- MundIal

da Saúde (WHO), sãu doze e pertencem aos- s-omgrup-os- 026, 055, 086, 01-11,

0114-, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 014-2 e 0158, estes- sorogrupos- incluem

cepas- típicas e- atípicas (CAMPOS et al-., 2004; SCOTLAND et al., 1-996).

A infecção- por EPEC é transmitida de pessoa para pessoa, porém pode ser

adquirida pela irrge-stãu desses microrganism-os- em água- e- atimentos- contamina-cros-,

sendo o problema- agravado quando- há- subnutrição- {FAGU-NDES-NETO &

SCALETSKY, 2000; NATARO& KAPER, 1-998).

3.EHEC

No ano de 1-983-, as- bactérfas da classe STEC {E. coli produtora de toxina

Shtga) foram reconhecidas como distintas da classe das EPEC. Em doi-s surtos de

di-afféia foram observados- casos que apresentavam uma complicação denominada

como colite hemorrágica (BC) (RitEY et ai., 1983}. No mesmo ano, casos

es-porádicos- de sindrome hemol-ítica- urêmica- (HUS) foram associados- com uma

toxina prod-qzid-a pela E. coll presente nas fezes dos pacientes (KARMAL1, 1989).

Estas- duas- observações- levaram ao- reconhecimento de- uma- nova- elas-se- de

pall1g:eno entérlco, responsável por doenças entéd:cas e renajs_. Desta maneira,

passou-se- a- denominar S-TEC qualquer cepa- de- E. coli que- produz a toxina shiga

(Stx}, e o termo EHEC (E coli entero-hemorrãgtca} passou: a- d:es_ignar um subgrupo

das STEC que-, além de- produzir a 8-tx, também poss-uem o-gene- eae- e- podem
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provocar uma diarréia- com complicaç-ões como HG e- HUS, causando dano renal e

trombocitopenia.

Nos- países desenvolvidos- têm sfdo relatados com frequêncía- casos de HG e

HUS como- complicaçõ-es posteriores- ao- contato com- EHEC, principalmente- por

aquelasdosorofi"po Dt57:H7 {PAíON:& PATON, t99B} EstTma-seque-5-a tO:%-das

pessoas que sofrem uma infecção por EHEC podem desenvolver HUS. Deste grupo-,

aproxfmadamente tO% podem cnegar a morrer ou ficar com um dano- renal

permanente- e mais- de- 50% podem ficar com algum prejuízo renal (THORPE, 2004).

Existem outros sorotfposde EHEC, pa-rtlcularmente os-sorogrupos0111, 0113-, a2ô

e 0145, que também causam diarréia e são mais- freqüentes que a 0157:H7 em

muUos outros- países- (CAPRfOU et aI., 2005; KAPER etaf., 2004).

No Brasil já fo-J dete-ctada a presença de- Hnhag:ens de EH-EC, incluindo

algumas- do- soroftpo 0157:H7, em- fezes- de aní"rnafs (CEROUEfRA et aL, 1999;

LEOMIL et aI., 2003; SARIDAKIS et al., 1997; MOREIRA et aL, 2003; TRISTÃO et

aI., 2007) e em- amostras de carne bovína- (CERQUEIRA et ar., 1997; GUTH et aI-.,

2003; IR/NO et at, 200S), s-endo esta últim-a considerada cumo- a maiur fonte- de

STEC patogêniCa em humanos (AIDAR-UGR1NOVJCH et al., 2007). Desde a década

de ao- foram iso1adas- também outras EHEC de feLes- doe p-acientes com- diarréia,

dentre as quais- os- sorotfpos 026:H11, 0113:H2 e 01-11:H8[H-I foram- identlfieados

rra- maioria dos e-asas (GUTH et aI., 2002, 200S~ VAZ. et at, 2004 e 2006).

Apesar das- precárfas condições de saneamento no Brasil, são raros os

relatos doe casos de diaTréi-as por EHEC em humanos- (tRtNO et aL, 2002). A

freqüência do- isoJamento de EHEC- em casos- de diarréias-é a- mesma que em outros

patses, porém qua-se não existem casos de HC ou HUS a-ssoclados à EHEC. Até

agora somente foram reJ-atados- dois- casos- comprovados- de HUS associado- à EHEC

no Sra-sif, ambos em crianças, um no ano de 2002 (GUTH etaL, 2002) e o outro em

2005 (SOUZA et aI., 2007). Esta aparente contrad~ção taJvez poss-a- ser explicada- por

váo-os fatores qu-e resultam na- baixa ocorrência desta doença em nosso melo, como

por exemplo, as características peculiares- do- clima tropical, os- hábitos- a1~mentares

da- popuJaçã"o com _baixo consumo de derjvados de carne e leite bovinos.. principais

fontes de infecção- nos- países ricos-, e- dificuldades- no d~agnós-tico.

Os surtos causados peja EHEC foram d-EWidos prJllc_ipa.Jmenw a- aJtmentos de

origem animal (PATON & PATON-, 1-998)-. Embora- a inges-tão- de comida- mal- cozida

deriVada doe animais seja a- principal via de transmissão de EHEC em humanos,- há
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evidências- de que estas infecções assim como aquelas- por EPEC possam ser

adquiridas por transmiss-ão de pessoa-pessoa (GRIFFIN & TAUXE, 1991).

Recentemente numerosos surtos foram associados .à água- para beber em Jugares

de recreação, e- também por contato- com -animais- de zona- rurai (HEUVELINK et ai.,

2(02).

4. Patogenicidade

Existem semelhanças entre os- mecanismos de patogenicidacfe de EPEC _e

EHEC cuia caracterfstica é a produção- da lesão- denominada como "attaching- and

effacing" (AlE) na mucosa intestinal (JERSE et aI., 1990} Primeiramente ocorre- uma

primeira interaç-ão- da bactéria com o epitél10 intestinal~ seguida- pela destruiç-ão das

microviJosidades- do enterócito, intima aderência- da- bactéria, ruptura do

citoesqueleto no- sítio da Hgaç-ão- e finalmente a formação- de um pedestal e acúmulo

de actina polimerizada- e- outros efementos do cítoesqueleto no sffío de adesão da

bactéria (NATARO & KAPER, 1998; TRABULSI et at, 2002). Esta lesão- também é

produzida- em células de mamfferos cultivadas- em meio de euttura (KNIJTION: et ar.,

1989).

A habHidade de induzir a lesã-o- AlE é codlficada peJos- genes cromossomals

d-e- uma ilha de patogenicidade- denominada "Iacus- of enterocyte effacement" (LEE)

de 35 kf>. (Me DANIEL, 1995). Os genes presentes- no LEE estão organfzados em

cinco- op-erons. Resumidamente, os operons LEE1, LEE2- e- LEE3 contêm os- g:enes

esc e sep que codUicam para o sfstema de secreção tfpo ln também chamado TTSS

("typ-e- three se-cretioO' systemJl
), o operon- LEE4 codifica para as- protelnas Esp- ("E.

co/r secreted protein")-, translocadoras- (EspA, Esp8 e Espü) eefetoras- (EspF, EspG

e- Map"), e- 0- LEE5 contém os genes- que- intermedeiam a- íntima ligação da bactéria à

célula epitelial, que são o gene eae ("E. cair Attaching annd Ef-facing"), que codifica a

intimina~ o gene tir, que codifica o re-ceptor de intimirra Tir ("translocated intimin

receptor")-eo- gene cesT, que codrtica a chaperonina requerida para a secreção- do

Tir (ELUOT et aI., 1999~ GIRARD- et aI'., 2005; GOOSNEY et aI., 2000'; JARVIS et ai.,

1995; MCOANIEL et aL, 1-995; MCOANTEL & KAPER, 1-997)-.

A figura t contem uma representa-ção esquemáti"ca- do material genético doe

EHECeEPEC.
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FrgUl'a- t. Esqpema- simplificado m<Jstrando- (J material genético de- EPEC e- EHEC enf(Jcando <JS
principais' fat<Jres de virulência. Adaptado- a partir de- CAPRIOU et ai. I 2005' e- DEAN et ai., 2005-.

Os genes- d-o- lEE são bem cons-ervado-s- e' p-odem- ser encontrados também

em outros patógenos- tafs como Cítrobacter rodentiúm '1ue produz a hrperpl~lsla· de

cõ'fon em camundongo-s- (KAPER et aL, 2004) e em cepas de REPEC ("rabh1t

EPEC") causadoras- de d1arréla em coelhos (CANTEY et aL, 1971). A lesão AlE

tamhém é produz1da por E. coH em- c-ães- (JANKE et at l 1989), gado- bov1no

(GUNNING et aL, 2001; PEARSON et al., 1999), porcos (HIGGfNS et aL, 1997),

ovelhas (COOK80N et aI'., 2002; WOOOWARD et ai., 2003), e-aTrTeiros (OUHAMEl

et al., 1992)e gal~nhas- (SUEYOSHl et aL, 1997).

O TT88 é um sistema- trTjetor que introduz vária-s- proteínas bacterianas- na

célula intestfnaf. A EspA forma um tubo entre a bactér~a e a superfk:fe celular do
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hospedeIro (KNUTDN et ai., 199B) por onde- passam EspH e- EspD que são- jnserjdas

na membrana celular, formando poros, por onde são- translocadasas proteínas

efetoras e as mo1écufas de Tlr. As proteínas efetoras atjvam a- sinalização- cefufar,

causando -aUerações no- citoesqueleto da célula do hospedeiro-, resultando- em

despoUmerização da- actína e- perda das micro-vilosidades (CLARKtet a1., Z003). Ao

serem transfocadas, as moléculas de Tir são inseridas- na membrana da célula

jntestinal (GOOSN-EY et alo, 2000; KtNNY et a1., 1997; VALLANCt & FTNLAY, 2(00)

e- são- fosforiladas em resíduos de tirosina {KENNY et at, 1-997; R08EN8HlNE et al,

1996; BACKERT & SELBACH, 200S}. Duas moléculas de fntimlna se ligam ao -rIr

explicando a íntima adesão caracterfstica da infecçã-o por EPEC (LUo- et a1., 2000) e

EHEC- (LEBLANC, 2003; NATARO & KAPER, 199B). A proteína EspE codificada

p-e1a região LEE de EHEC é equivalente- à protefna Tir de- EPEC (DEIBEL et al,

199B; EBEL et a1-., 199B).

A fosforHa-ção do Tir permite a ligação direta ou indireta da Nck:, uma prote-fna

adaptadora do- hospedeíro característíca de EPEC-, que recruta a WASP {"WiScotl

Aldrich syndrome proteinJ
') ou N-WA6P ("neural Wiscotl-Aldrich syndrome proteinJ

')

para a- área de adesão, sendo esta essencíal para o efeUo de AlE (CAMPELLONE et

aL, 2002;GRUENHEIOetaL, 200t;KALMANetaL, t999~LOMMELetat,2001). No

caso da EHEC157 , a proteína que desempenha- o papef da NCK é a EspFu

(CAMPELLONE et ai.,. 2004) ou também denumimrda- como TccP ("Tir cytoskeleton

couplfng protein") (GARMEND1A et a1., 2004).

WASP ou N-WASP é ativada através do recrutamento e ativaçã-o do c-omplexo

Arp 2/3- f'act~-""'relateel proteins 2 anel 3"}, que faz a nuc1eação- dos- tnamentos- de

actina e inicia a forma-çã-o do pedestal característico (GRUENHEID et aL, 2001;

KAlMAN et ai., 1-999; KAPER et aL, 2004; VALLANCE &- F1NLAY, 2000). Outras

proteínas do cjtoesqueleto como a- vjnculJna-, corfactina. faUna- e a-actina são

recrutadas para a formação do pedestal (SANGER et aI., 1-996; BACKERT &

SELBACH, 2DU5J. A figura 2 ilustra como é que se produz a Jesão- AlE num modelo

de-EPEC.
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Figura Z. Patogêrrese da EPEC. A. Formaçâo do poro entre a bactéria e a célula ep-ite1ial do
hosp'e-deiro e trans1oca-çã"cr das Esps. B. Fcrrrrraçácr d'o- pedestal. (Adaptado' de' VALLANCE & FlNLAY,
2000).

Resumidamente pode=se dizer que a lesão AlE resulta na redução- da

capacidade de absorção da mucosa intestinal, a qual inevitavelmente leva ao

rompimento do ba~anço eletrolítico e subseqüentemente a diarréia (CLARKE et aL,

2003):.

Tanto- EPEG como· EHEG dependem- de plasmídeos- que desempenham- um

importante papel na sua patogenicidade (TZIPORl et aI., 1989). A EPEC contém om

plas-mídeo que- é- denominado' EAF {"EPEC adherence- factor") (TOSE et alo, 1999)

Que codifica a fimbria tipo IV denominad:a. BFP Cbundle-forming: pHus"): (GJRON et aL"

199·1-)-. Ele- também- contém o locus per ("pl-asmid-encoded' regulator") cujos- produtos

regu.lam O _bfp e a maioda- dos g:enes do LEE~ .As cepas de EPEC que além- de

possuir o LEE contém o plasm-ídeo EAF são denominadas- típicas, e aqu~as- que

contem o lEE e não contem o pJasmideo EAf são chamadas atípicas (KAPER~

1996). Os sOfOtipos da EPEC típica não foram encontrados· em animais, sugerindo

que o reservatório dessas bactérias sefa- somente humano em contraste com. a

maioria-dos sOfOtiposde-EPEC atípicas (SLANCOet alo, 2005; CORTÉSet aL, 2005;

ORDEN: et at. 2003:; TRABULSl et aLT 200Z)~

A EHEC 0157:H7 possui- um plasmídeo de- 92,72 Kb- chamado- p015-7

contendo genes que codificam uma· enterohemoHsina. (Hly-A) (BURLAND. t998)~.

uma potente- adesina (OmpA) (TORRES & KAPER, 2003} que· atua- na- adesão a

céluJas HeLa, mas cujo papel: in vivo ainda. não é claro•. aJém de outros genes que

estão relacionados com a- patogenicidade-da bactéria- como- katP e- espP (B-RUNDER

etaL,.1:996" e t997)~.
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Além dos fa-tores de- virulêncía- codjfjcados- pela- região- LEE, a- EPEG possuí

uma proteína de -alta massa mo1ecular -aproximadamente- 385- kDa denominada

Ifnfosfa-tína- (UfA) que- jrübe a- a-fivação- dos Ifnfód-tos (KLAPPRDTH et al, ZOOU). Esfa

proteína também está presente em algumas cepas de EHEC com nome de- Efa1,

onde se Ihe-a-tribui uma- proprfedade- adesjva- (NTCHOLLS et ar., 2000).

Existem dois operons para fimbria (lpf e IpfA) (TORRES et a1., 2002, 2004)-,

que estão presentes em- EHEC 0157, mas não- em Et:rEC (HAYASHl ef al, 2001;

PERNA et ai., 2001)- e- tem- homologia- com a longa fimbria- polar lPF presente- em

Salmonella (BAUMLER et al., 199B). Outra- fírnbria- denomínada como F9- foí

identificada em duas cepas- de EHEC, sendo necessária- pra a colonização pela

óactéria em-gado- (VAN D1EMEN et aI., 2005)-.

Uma das características- das- EHEC que está ausente- nas EPEC é- a

capacldade de produção de toxlnas- Stx. Anteriormente chamadas de verotoxínas

(VT) devido- a sua toxicidade para células- Vero passaram- a s-er denominadas- de

Shíga- Ilke toxin- (SLT} devido a sua semelhança com toxlnas- Shlga de Shigel/a

dysenteriae-. Existem dois tipos de toxinas, denominadas- Stx1 e Stx2-, que- sáo

sorológfeamente drstintas-, mas- possuem ação- biológ-lCa semelhante (PATON

&PATON, 1998}.

A Stx é produzida- pelas- bactérias no cólon- e chega- até o rfm- pela corrente

sangüínea danificando a- célula renal- e produzindo uma oe1usão- da mrerovaseulâtura

através- da- combfnação da toxiddadee indução- da- produção- local de citocinas- e

quimioeinas, resultando numa inflama-ção renal (ANDREOU et a1., 2002). Este dano

pode conduzir a- HUS que é caracterizada por anemia hemolWca, trombocitopenia e

a fa-Iha renal aguda. A Stx ta-mbém induz apoptose do enteróeito (KAPER et at,

2004).

Embora mais de 200 sorotipos de E. coll possa-m produzir Stx, a maioria

destes- sorotipos- não contém a- ilha de patogenicidade lEE e não estão as-sociadas- a

d-oenças humanas. Por este motivo passou-se a utilizar STEC como um termo g:eral

para qualquer E. coli que- produza Só< e- o termo EHEC para aquelas- cepas- que- além

de prod:uzir a Stxtam.bém tenham a- regJão LEE (KAPER et aL 2004),

No- ano- 1996, Whitlam & Me Grawestudaram uma- co~eção de- cepas- de- EPEC

e EHEC e as classmcaram em quatro grupos genéticos usando uma técnJca

denominada- "multilocus- enzime e~ectrophoresis-" que- caracteriza os- genótipos

cfomossomais,- estes grupos são: EPECt (cepas 055::116,- 0127:H6.- 0142:H6 e
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Dt4Z:H34)-, EPEC2- (026:H2, Ot1 t:HZ, Ott4:HZ, 01:1:9:HZ, Ott9:H6 e O1:za:HZ),

EHEC1 (cepas 05-5-:H7 e0157:H7}eEHEC2 (cepas 02{iH11 e0111ac:H-)~onde-o

grupo das EPEC2 está próxímo das EHEC (AD-U-BOB1E et al., t998}.

5.lntimína

A Intimina- é uma adesina muito- bem caracterizada que possui massa

molecular de 94-97- kIJa, sendo constituída por 939 amfnoácldos (aa) altamente

conservados na região- N-terminal (aa 330 a 659) (YU & KAPER, 1992), e variáveis

nos últimos 280- amínoácídos da- regiâo- C-termínal- (lnt280). Além da função de

adesáo na célula epitelial, a intimina também estimula a- resposta Th1 e- a hiperpfasia

da cripta- íntestínal (H1GG1NS et ar., t999-; KAPER et alo, 2004).

Estudos- com diferente-s- intiminas- de EPEC e EHEC mostraram- que o sitio de

ligação com- o receptor está localizado na- região lnt280 (FRANKEL et a1., t994).

Alguns- estudos- afirmam que a ligaçáo da intimina pode- o-correr diretamente- na

célula do hospedeífo (AN et alo, 1997; FRANKEL et ai., 1:994) ou a-través- 00- receptor

Tir (DEIBEL et at, 1998; HARTLANü et at, 1999~ KENNY, 1997). A ligação direta à

cétula- nospedefra depende de pontes- de dísulfeto (HARTLAND et alo, 1999). Mesmo

assim-, quando- a- in-timina é expressa na superfície da- EPEC ambas- as Ilgaç-ões- s-ã-o

requeridas para a adesão e a formação- da- lesão AlE (FlTZHEN:RY et alo, 2001). Em

2002-fot descrito que a intimina- presente na cepa EHEC ü157-:H7, nã-o só ree-oIThece

o Tircomo receptor, mas- também reconhece a proteína nudeotina que está

loeatizada na superfície de células em eultura- eomo as HEp-2 (SINClA1R &

O'B-RIEN:, 2002)-. Em 2006 alem da partiCipação da- nucleolfna-, observaram- a

participação d~ integrina- f31 na formação do pedestal (SlNCLAIR,- etaL, 2006}.-

Um estudo que verifica o papel fundamental da intimina na adesão a célula foi

reanzado por Hernandes e cols. (Z008) que utilizaram duas cepas-, a primeira uma

aEPEC1-5-5-1-2, cujo- único- fator de adesão- era intimina, que mostrou uma adesão

localizada e a segunda, uma- cepa mutanfe carente- da expressão de infimina- 155-f-2

(eae: :pRT2), mas que- apresentou aderência de tipo difuso-o Este resultado- mostrou

que a presença da- infimina é- essencial na formação- de microcoJonias compactas

aderidas a- células HeLa-/HEp-2 como resultado da- acumula-ção- de actina

característica d-a- tesão AlE

Os vários tipos de intimina-, designados por letras gregas, foram determinados

peja variação antigênica- existente no sítio de ngação- da intimina expressada- por
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diferentes- cepas de- EPEC e- EHEC humanas. rntcüllmente- foram- determinados os

tipos- à, /3", y e acomo s-endo principêlls tipos relacionados- a doenças humanêrs- (ADU

BOBlE et a-I., 1998a). A lntimina <X é característica- das EPEC1, a- intimina- II está

associada- tanto com a- EPEC2 e a- EHEC2 enquanto que a- fntfmina y é encontrada

nas EHEC1" que inchJi" as cepas EHEC 01"57 e EPEC 055:H7 (TRASVL51 et
aI. ,2002; WHITTAM- et ai., 1996-)-. Em estudos- genéticos- re-aHzados- posteriormente

em- djferentes sorotipos tanto de EPEC como de EHEC humanas e anj):nais,- foram

descritos outros t1pOS e subtipos deintimina-, que são: 1a, 2a, 1jl, 213, 1)', 2yftl, 8/K, 1':,

ç, 11, "A, li, t, v, çe o (BLAN:CO et aL, 2004; GARRfDO-et ar., 2006; OSWALD-et aL,

2000; ZHAN-G et ai., 2002}.

Considerando·se- a molécula total (939 a-a), e-xiste- identidade- de

aproximadamente 80%- entre as seqüências de aminoácidos- das intiminas a i - Pe y.

Quando são consideradas apenas as porções finais das regiões N-terminais (330 a

659 aa-), a- identidade- é- de 90% Esses dados indica-m pequena variação-entre as

reg1ões Int280- dessas intiminas (AG1N & WOlF, 1997)-.

A figura- Z ilustra- o- complexo intimina-Tir onde- se- vê- que cada- molécu1a- de

intimina compõe'-Se- de- cinco- domínios funcionais: um d-omfnio- N-terminalancorado

na- membrana- externa- da bactéria, fncfufndo. os amfnoácfdos inserjdos na- r.egIão

periplasmática e transmernbrânica, e- quatro- domínios extraceiuiares- denominados

00 (559-657), Dt (658-751), 02 (752-841) e- DJ (842-939), este- último é- o domínjo

de ligação da intimina com Tir {ISO} (lUo- et aI., 2000).

Intimina

Membrana da célula hospedeira

Çi~9!19.1 ~~.l.L,~I!I_I:I~.1l'

ACtina , Actina

lntimina-

Figura 3. Esquema- do complexo- formado pelo fragmento C-terminal- da intimina e o domínio- de
Hgãção com Tir. A intimina em verde tem oS domínfos DO, D1 e D2 em retângulos e- o domínio de
ligação- ao Tir em oval (03-). O Tir é um d-ímero {em- rosa- e azul) na- membrana- da célula hospedeira.
O domínio N~terminaj- do Tir está ancorado aos componentes do- citosol da célula do hospedeiro,
como- a actina, que- são necessários para a formação da lesão AlE. (Adaptado de-lUOet ai., 2000):
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De- acordo- com estudos rea-Uzad:os em cultura- de- órgãos-, existem dJferença-s

na- -ades-ão da bactéria à célula hospedeira dependendo- do- subtipo- de intimina.

Enquanto EPECs- que expressam- a- íntrmina- a ou Jl aderem- ao intestino delgado-, a

EHEC D1:57:H7 que expressa a intimina y adere na região- terminar do íJeo, onde a

lesão- AlE provocada se restringe ao- epítéHo associado- ao- foHculo fFAE). Isto- foi

demonstrado através- da- mutagênese- de- a-minoácidOs especificos- na- região- C

terminal da intimina-, onde a troca de vatina- por uma-alanína- na- posição 9-11 resultou

na- mudança do- fenótipo da- intimfna- a "lfke"- a- intfmina- y "Iike" (FITZHENRY et aI.,

2002; PHlLLJPS,- 2002):.

Outros estudos- de- mutagênese- s-i-tio-dirigida mostraram- evidências- de que- o

resíduo de triptofano na posi:Ção 240 da- J.o1280 é imprescindível pata a formação de

pedestais de- actina- na célula epitelial, já- que-quando era aUerado-evitava a interação

intimina,.Tir (BATCHELOR et at2000)~- Outros esttJdos indicaram Que a Cys-937 é

essencial p-ara a Hgação da intimina às células HEp--2 (FRANKEL et ai., 1996-; HlCKS

et aI.-, t998). Mutantes expressando intimina desprovida dos dois úUimos

aminoácidos, Val~938 e- Lys--939, mostrafam--se- negativos no- teste- de- FAS-, porém

quando desprovido apenas do Lys-939- induzia. a polimerização de actina no sítio de

adesão- da- bactéf~a à célula e assim formando a-Iesão- AlE (FRANKEL e-t aI., 1-998).

Estes fenômenos podem ser reflexos da. diminuição da- afinidade da. intimina- ao

receptor ou de- uma- instabilidade funcional-conformacional- do- domfn10- de- ligação- à

célula (LIMAr 2004).

S".- Abordagens jmunológicas

A aquisição- de anticorpos dirigidos a antígenos de EPEC por crianças

saudáveis da Grande São Paulo foi- estuda- por Carbonare e cols.- (2DD3).- Neste

estudo foi verificado que, a partir do segundo ano de- vida, o repertório de anticorpos

séricos é muito semelhante ao do aduJto e representado por anticorpos- dirig.idos- a

inúmeras frações antigêrncas da bactéria, entre elas os principais fatores de

virulência de EPEC: intimina, BFP, EspA e EspR Anticorpos reativos com estes

fatores de virulência também foram encontrados em soros de crianças brasileiras

após infecção- por EPEC (MARTrNEZ et ai., 1:999).

O aleitamento- materno- protege- lactantes de- infecções em geral,

principalmente diarréias causadas por EPEC (VIGTORA et ai., 1987). Estudos
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reanzados com colostro humano mostraram a presença deantícorpos- secretores

reativos com vários fatores de virulência de E. coH diarreiogênicas {NOGUERA

OBENZA et aI., Z003} como EPEC (CAMARA et aL, 1994; lOUREfRO et aI, 1:998},

EIEC (CARBONARE et ai., 1-995), EAEC (FERNANDES et at, 2001)- e-EHEC

(PAlMElRA et aL, ZDDS}. Vários destes frabalhos- mostraram que anticorpos

secretores- da dasse tgA do colostro humano são- capazes- de- inibir a adesão- de

bactérias a célujas HEp-Z em cultura. Com relação à EPEC- f01- afnda veríficada- esfa

inibição promovida por anticorpos IgA anti-intimina (CARBONARE et aI., 1-997).

No trabalho de Uma (2004), diferentes- regiões- dos- subtipos- a, f3, 0-, y e E de

iritirjjjnas em E- co/j foram clooadas e ariimais foram imunizadoS com as proteínas

obtidas. Demonstrou--se que os anticorpos séricos dirigidos contra o terço G-terminal

das intiminas reduzem com mais eficiência- a- adesão de EPEc- às céluJ~s HEp-Z e

que- os títulos de anticorpos IgG anti-porção variável- ou conservada dos vários

subtipos de intimina- são altos tanto em coe1hos quanto em camundongos. Foi feita- a

detecção específica de- anticorpos reativos com a porção- 280 C-terminal- da int1mina

em amostras de co1ostro de gado bovino na Argentina; e o resultado mostrou- que

77% das amostras apresentavam estes anticorpos (VlLTE et ai., 2008).

A presença de anfjcorpos anti--intimina em amostras individuais de colbsfro de

mu~heresda- Grande São Paulo bem como- a sua- capacidade in1bitória da adesão- de

EPEC a células epifejjais indicam que este deve ser um importanfe mecanismo

protetor do lactente contra infecções por EPEC, promovido pe~o- ale1tamento matemo

(CARNEIRO-SAMPAIO et aI., 1996).- Outro estudo mostra que o colosfro de

mu~heres da- Grande São Paulo- também- apresenta anticorpos reativos com fatores

de virulência de EHEC, inclUindo intimina, sendo que fodas- as amostras de coJosfro

anaHsadas mostraram alta capacidade- inibitória da adesão de- EMEC a células MEp

Z (PALMEIRA eI aI., 2U04).

Anticorpos anti-intimina também estão presentes em- praticamente todas as

amostras de- soro- de- adUltos e de- crianças acima de- um ano de- idade-, período em

que- praticamente Já não- existe- a infecção- por EPEC na população-, que- se- restringe

a crianças com até- 12 meses- de- idade- (CARBDNARE et aL, 2U03) Crianças

infectadas com EHEC também apresentam- uma resposta de anticorpos anti;..intimina

(JENKINS, et ar., 2UOO; LI ef aI., 2UaO) Anticorpos reativos com infimina e- contra

fatores de virulência- de EPEC podem~ em principio- mudar o curso- da infecção e- agir
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na proteção da mucosa intestinal, desempenhando um papel na proteção contra a

infecç-ão.

Outro importante fator 00- virulêncía destas bactérias é- o LPS, presente em

toclas -as bactérias gram negativas. Pacientes infectados com E. coli 0157

desenvolvem anticorpos contra o LPS 0157 (CHAR"r et aL, 1999; OA-LWAl &

CHART, 2004) e- a detecção sorológica destes- anti-corpos pode- ser indicativa de- uma

infecção, mesmo- quando não se consegue 0- isolamento de E. corj 0157 nas fezes

(CHART & ROWE, 1992; GREATOREX & THORNE, 1994).

Em nosso- trabalho anterior, anticorpos- anti~bactérlas- totaJs EHEC 0157:H7 e

0111:H- e EPEC 0111:H- e- anticorp-os anti lPS Ot57, 0111 e 055 foram

detectados por ELISA em 100 amostras de soro de adultos- saudáveis na população

da Grande- São Pau10-. Os resultados- mostraram que, apesar da baixa prevalência da

EHEC 0157:H7 no- nosso meio, índlvfduos- saudávels- apresentam anticorpos-contra

esta cepa e- contra seu LPS, provave-Imente- por uma imunidade- cruzada com- a

EPEC ou por contacto díreto- com a EHEC. Nos- ensaios- de "ímmunoblottíng"

re-aHzados com algumas amostras- fo;- também detectada a banda de- 94 kDa

correspondente a intímina (ZAPATA-QUlNTANlLLA et aL, 2006). AntiCorpos- anti~

LPS também s-ão- importantes- na proteção aos- recém n-as-cidos-, conferida por

antiCorpos- IgA do colostfO- (PALMEIRA et a1., 2005) e IgG transferidas pela- placenta

(PALMEIRA etal., 2007).

N:ão se sabe exatamente qual a origem dos anticorpos- dfrigidos aos fatores- de

virulência d-as E. calí dlarreiogênicas nos indivíduos- s-audáveis-, seja em sangue d-e

adultos- e crianças- ou colostro de muiheres saudáveis-o Estes- anticorpos- poderiam

ser resulta-ntes do contato do hospedeiro com bactérias potenclatmente patogênicas,

entre estas- bactérias- podem estar as- E. calí que produzem a lesão- AlE em animais

onde a intimina é um dos fatores de virulência mais importantes.

Foi demonstrada por AGIN & WOlF (1997) a 9fande homologia entre as

porções N-terminats das intiminas d-as linhag:ens de RDEC-1 (EPEC de coelho) e

outras- linhagens- de E. calí humanas- como EPEC ou EHEC. Es-te- trabalho- também

mostrou que as d,iferentes intim.i:nas podem apresentar variações aJ1tig-ênJcas,

principalmente nas- regiões C-terminais-, entretanto com a mesma função-o Nas-

Cida_-d:õt!> d:õ S5t"1 P<"> 10- e- Ca-mpin~~ ~- -r?m i-s-t"Ila.d~ - E - -li d - faZi - - d-e- c---e~ ond- - ~s... Y';> _y ºy _ ºU_, __ ._Q,;:J _o_º y__ ºS __ co_ _e _y_es. a_,;:J e º_
linhagens identificadas- apresentavam diferentes subtipos de intimina, entre- elas- dos

subtipos a, p e y característicos de cepas de EPEc- típica e atípica e EHEc-
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(NAKAZATD et a1., Z004). Oe- acordo- com Ramachandran e- cols. (Z003), por

exempto, os ruminantes são considerados como fonte importante da diversidade

sorológica- e genétfca de cepas de E. coli que contém a- ihtfmiha. Com estes dados

pode-se- supor que o contacto- direto- ou indireto com-as- fezes de animais que

apresentam alguma bactéria que produza- a lesão- AlE possa induzir uma resposta- de

anticorpos- em- humanos sem produzir a doença, sendo portanto uma das- fontes

importantes do desenvolvimento da resposta- imunológica.

Nos últimos anos n0550- grupo de trabalho- vem investigando- a pres-ença de

antiCorpos contra as E colí patogênicas- na população- brasileira, tanto- em crianças

como em adultos. Após a determinação- das concentrações- de- anticorpos totais

sérfcos e secretores contra os principais soroUpos de EPEC- e EHEC-, focaJízamos

nossa p-esquisa na determinação de- anticorpos contra um dos principais fatores de

vífulênda destes dofs- patogrupos que é o LPS-. Em continuação a esta Unha de

pesquisa-, decidimos avaliar a resposta imunológica esp-edfica para a principal

adesina- responsável pefa- adesão da bactéria á célula eplteUaf que é a- intfmina.

Baseados nos vários trabalhos que ver1ficam a presença de- anticorpos- anti:.intimina

em humanos-, e no fato- de que estes antiCorpos têm um importante papel protetor,

pes-quls-amos a- re-atividade à região e-ons-ervada e reyiões- vafiáveis- de três subtipo-s

de- ~ntimina a A e y característicos de- EPEC e- EHEC em amostras de- soro e'P .' ,

colosfro. Assjm, nossa pesquisa complementa o conhecimento da natureza da

resposta imune a estas bactérias, avalia as possíveis reatividades cruzadas entre as

diferentes jntiminas pesquisad"as, entre as bactérias EPEC e EHEC:, bem Gomo a

diferenciação das concentrações de anticorpos para fins de diagnóstico.
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OBJE-TlVOS

Os objetivos deste trabalho são-:
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• Determina-r a concentração de anticorpos reativos com a porção conserva-da e a-s

regiões variáveis das intiminas a,p e- y característicos da EPEC (típica e- atípica)

e EHEC em amostras áe- soro de- adultos, doadores- de sangue e co1osfro de

mulheres sadias da Grande São- Paulo.

.- Ava1iar se- há reaçõ-es cruzadas- entre- os- anticorp-os- re-ativos com a pnrçãn

conservada e- as· reg~ões- variáveis- das- intiminas- a, ~. e- y.

•- Avaliar o efeito· dos anticorpos reativos com a porçáo conservada e as regiões

variá-vefs das- fntfmfnas- a, ~- e y na adesão de E. colra células- HEp-2.





Materiale métodos

MATERIAL E MÉTODOS
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1.- Amostras- desoro humano

Foram obtidas 200- amostras- de- soros- de aduUos saud'áveis da Grande 8-ão

PauJo-. Estas- amostras foram processadas no laboratório do Banco de 5ang-ue- do

Hospital "Albert Einstein" seguindo-se os critérios de triagem de doadores: -aduttos

sadIos de 18 a 60 anos, ambos os sexos, com reações sorofógJcas negativas para

HIV, HTLV IlH, h-epatites 8 e- C, do-ença de- Chagas e sífHls-. Cem destas amostras

foram utiUzadas- para a- formação de um "poo1" que fOi utUrzado como controle em

todos os experimentos. A coleta- destas- amostras foi aprovada peta ComUê de Ética

em Pesquisa da- Faculdade de Farmácia da USP e já foram- utilIzadas no trabalho

anterior {ZAPATA-QUtNTANILLA et al., 2006}.

2. Amostras- de eotostro humano

Amostras- de colostro foram obtidas de puérperas- sadias- selecionadas na

Maternidade do Hospital Universitário da U-SP, seguindo os- s-eguintes critérios-: idade

entre 18- e 35 a-nos-, ausência de doenças sistêmicas- como diabetes- e hipertensão,

reaç-ões s-orológicas- negativas para hepatite-, HIV e s-ífilis-, idadegestaciorral entre- 36

a- 41 sema-nas-, com recém-na-scidos- sadios- com peso- adequado para a idade

gestaeicmal. Cada- mãe foi informada dos objetivos do projeto e qual seria o destino

da sua amostra. Após- o seu consentimento, a coleta foi efetuada por ordenha

manual, sempre rlO penado da manhã, no intervalo entre dua-s mamada-s, nas

primeiras- 72 horas- após o parto. Foram coletadas 74 amostras e após serem

centrifugadas e delipidadas, foi formad-o um "pool" com 4 mL de cada uma de 20

amostras. O "poot foi centrifugado novamente, a~iquotado- e congelado a ~206e-. ÃS

54 amostras restantes a serem uti1izad-as individualmente também foram estocadas

e congeladas- a~20°C.

A col-eta das amostras recebeu aprovações dos comitês d-e ética consuttad-os

(pareceres- anexos). Es-tas- amostras- fazem- parte- da coleção do laboratório e- foram

utiUzadas 0-0 projeto FAPESP99/05214-0- (PALMEiRAet at-, 2005}~
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3.- fgA- purificada-

AlgA purificada a partir de colostro e leite humanos, foi obtida pela Ora.

Crlstfane- B. Carbonare, para sua tese de- doutorado, e- 05- processos de- obtenção e

purificação se encontram detalhados em- G-arbonare etaL, 2005.

4. Unftagens- de- E. calí

As lInhagens de bactérias utíJfzadas neste trabalho estão reJacfonadas na

tabefa 1.

"Tabefa- 1. Linhagens de E coJi utiJizadas no trabalho

Cepa- bactet'i'ana

(linhagem)
Caracteristlca-s Origem ou- referêlfcia-

Lima {2004-)E colíM15.pFl1a
Bactéria-transformadacom o-plasmídeo-recombinante-capaz

de- expressar a região variável-da- jntimjna-!J,
, .

E coJj M15- F1.1p Bactéria transformadacom:: plas~j.deofe~om~inantecapaz J..ima-(2-004)

,••••••••••••••••••~••••••••••••••••••••••••~:.!:~P!.:~~~~.~.~~~I~?~~~I~~!:1.?~}!:~~!~~.~•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
E ,. M15- FL1 Bactérla-transformadacomo,olasmideorecombinante-capaz- L' (2004)
. Co I - P Y de expressar a região variávelda intimina y Ima_

, .
E. calí Mf5- Fl4-a Sactária transformada co~ o p1asmí_deo rec~m?í~ante capaz Lima (2004)-

P de expressara reglã-o- ClJfrserva-<ta<ta Intlffillía ci. -
I •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

levin-e- (1978)Irrtlmirrã a
EPEC Of2t:f16

{E2348/69)
, - :.-• .-- :.y..1í..-..-..- - :.-.-.-•.--••-.- ~ ~~1í..y 4T ..-.-.- -.- - - -.-••••:.- .,... -.-.-.- .-- -.-.-.-••:.•••':117.:. -.711.- -••••-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.- :.:0. :0. -.:.••-

E~i~~;~~~~ Intlmina f) HosPrtaIMeriin~~e~úsSã6paUlo-

..,~-·~·'ÊHÊCO;57~a7~·'~7'~~~'7~~"~7,.~U~ .•.•.•~~~"U"., .•~"~.~•.•7~.'.7.':.' .•.n7U-7,.77'.-•.•-'~'7'.7.7.7.7.~n~'7l;;j;;{1987~·;~;;~~p;;;;~i;;.rt;.d;~

(S077/S-S) Intlmlna-y, toxma-Stx2 Canadá-

EcolíDH5a SupE44L1/acU169-(ijl80/acZAM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrAOO thHrelM -

BethesdaResearch-laboratories
Gaílhersburg, Md.

Ar bactéria EPEC- 0111:H~ foi gentilmente cedida peta Ora. Tânia Gomes- da

Escola Paulista de Medicina, as outras bactérias foram cedidas pelo Laboratório de

Bacteriologia do Instituto Butantan. A bactéria DH5a foi utilizada como controle- nos

ensaio de peR. As bactérias foram sefecionadas a partir da obtenção de comnias

lisas em sucessivos plaqueamentos em meio T8A-BHl e estocadas a -20°C em meio

contendo 15% de- gjjceroJ.

5.- Obtenção das- Bactérias RecombÚlantes

As bactérias recombinantes que contem os fragmentos do gene eae que

expressam as reglões- variáveis a, J3 e y (va, v~ e vy) e a região conservada (cons)

d:a jnttminª foram cedjdas pelo La.borattlrt:o de Bacteriologia do instituto ButantaJT, O

conjunto- de procedimentos que- inclui a extração do DNA genômico das- bactérias-
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selvagens- de EPEC 0127:H6 portadora da intimina a, 011:1ab:H2 da intimina f3 e

OSS:H6 da intimjna y, a clonagem das djferentes regiões do gene eae no vetor

pQE30 e a- transformação- bacleriana- na- E. coH M15~, estão descritos em Lima- (2004)

O done da regjão conservada foi obtido a partir da- EPEC Ot21:H6 portadora da

intimina u. A fi-gura- 4 Hustra as regiões" da intimina- codificadas a partir do gene eae

na obtenção dos clones.

1 aa

N-terminal

365

..
Conservada

659

...

+-

Variâvel

670

-+

939 aa

808

intimina

Figura 4. Oifererrtes regiões da irrtimina ce>dificadas pejo gene I'!ae. Regiãe> ce>ns-ervada [amiMãcidos
365 a 670]: e variáVel [659 a 808]. Adaptado a partir"de Uma, 2004.

As bactérias recombinantes foram analisadas por PCR para confirmação da

presença do inserto e os produtos foram seqüenciados (itens 5.t a 5.3).

Para a obtenção- das intiminas, as bactérias foram cultivadas e induzidas para

expressão das proteínas que foram is01adas e purificadas por cromatografia. e

posteriormente- anaHsadas (item 504 a 5.6).

5;"1~ Reação de polimerização em cadeia

A reação de polimerização- em cadeia (peR} foi feita- para confirmar a

presença do inserto na clonagem d:o vetor plasmidjaL

A preparação- do DNA de cada bactéria recombinante foi reaHzada-da

segufnte maneifa:em 5 mL de meiO- LB com 25 li9/mL de kanamfcfna e 50 J;Lg/mL de

ampicjJjna foram repicados 50- J!L da bactéria recombjnante conservada em gJlcerot

seguindo--se um- período de incubação de 16 horas a 3-rC sob agitação. Após a

incubação, 1 mL do crescimento foi colocado em microtubo, centrifugado a .3000- g

por três minutos e o "peHet" obtido foi re5suspenso- em 1 mL de salina- estéril. Este

procedimento foi repetido duas vezes. O "'peJlet" obtido na última centrifugação foi

ressusp-ens-o em 500 IlL de- água fHtrada estéril, fervido- durante 10 minutos-,

rapidamente colocado em banho de gelo e estocado a ~20óC-.
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Na realização da PCR, foram utilizados "prfmers" específicos para cada

fragmento- do gene eae, construidos a partir da seqüência de nucleotídeos existentes

no- GenBank. As- sequêncía-s de nucJeotideos dos "prfmers", bem como- o tamanho do

produto- amplificado e 0- ci-clo- de amplific-aç-ão- utifizad-o- par-a cada par de "primers",

encontram-se- descrjtos nas- tabelas- Z e- 3, respectivamente-o Em todas as peR

ut11izou-se a- amostra- E. colt DH5u, que nã"o possui- o g:en-e eéJe e água deionizad-a

como controle- negativo.

Tabela 2. Seqüência- d-o-s- "pTimers~' Utili--zêIdo-s- p-êIfêI êI amplttiCêIÇã"o- do-S" s-ubtip-o-s" do- gene eae.

Nome- Seqüência- dos- "primers"

G011 5' ACT TGG ATC CGC TAG eM GYT GCA GTC GAA TCC TGG

GD-12- 5' ACT TGG ATCCGC TAGCAG CAT TAC TGAGAT TAAGGC

G013 5' ACT TM GCT rCG ATC-GCT GCCGTT GTT TTA rCA GCC

-&014 5' ACT TMGCT reG-ATC OCA GAA GCA TeM ACMG-AAGC
,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,..,.,.,.,.,.,.,.".,.,.,.,.,.,.,.,.,.,...-.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,.,......,.,.,.,.,.,.".,.,:JI.,.,.,:fI.,.,"!'.,.,.,.".".,.,.,.,.,.,.,-,.,.,.,.,.

G019- 5" ACT TM GCT TCG ATC GCT GAT GCA reG ACA Grc GC

Tabela- 3. Pares- de "primers!' utilizados-, ciclos- de amplificação e tamanho dos- fragmentos
amplificados-o

S-ubtipo e região da
Intimina-

va;

Par dOe "prrmers"
utilizado-

G012a e G014b

Ciclo- de" amplifiClrç"ilo-

30X (94-"C/1', 50°C/1', 72°C/1')72°C/S'

íamanliodo
fragmento-(pb)

44'7pb
,..:a -.:.:.:."....T:II - -.-.r.~.-~ 'lI ..-. -.:rr.II.,................,.......- .,..•-.- ~:r ~:a:. - ..-.:. -..:JI::w:JI..:JI:JI 'lI:JI :JI..-.:JI:. :r..-rJr.ll....,.,.......,.:rr.II:lI" :...:JI 'lnI:a :a-

v~

Vf

.cons-

G01~eG014b

G012a e G019b

G011 a e G013b

30X (g4°C/1', S"O°C/1', 72°C/1')72°C/8'

30X (~WC/1', 509 C/1', 729 C/1')729C/8'

.30X- .(94°C/1', .50°C/1', 72°C/1')72°C/S'

44,pb

447pb

915pb

a, primer forward;b, primer reverse

Para-cada- reação- de poHmerização foram utilizados- 0,2 mM de cada- um- dos

pares de !!primers", t,5 U de !!Platinun Taq: DNA polymerase" (I'nvitrogen, EUA), t,5

mM de MgCb, 1,0 mM da mistura de- dNTPs- (0,2 mM de dATP, dCTO, dGTPe

dTTP} (Gibco-BRL, EUA}, tampão de peR concentrado 1X no volume final de 25 Jl.L

(Gibco-BRl, EUA). Em cada reação fot utilizado t,O Jll do- DNA molde.

5-.2. Etetroforese-de DNA em geJ de- agaf'os-e-

A análise dos fragmentos de DNA fo~ feita através- de eletroforese horizontal

em gel de agarose. O gel foi preparado a- partir da- fusão da- aga-rose- 1% (Gibco'-BRl,

EUA} em tampãO TBE acrescentando-se 4,5 J;tL de brometo de etfdlO para cada- tOa
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ml de TBE. Para- a-aná1fse dos fragmentos- de- DNA, a- cada produto da peR foram

a-dleionados 2- IlL de tampã-o de amostra para DNA contend-o ficoU 400 20%,

Na2EDTA 0,1- M pH 8-.0, SOS 1%, azul de bromofenol- 0,25%, xileno danol 0,25%,

obtendo-se um volume finaf de tO- /.lL,. os- quais foram aplicados nas canaletas do

geL Foi utilizado- o- marcador de- peso- molecular "1 K8 DNA ladder" (Gibco;..BRL,

EUA), preparado em tampão .de· amostra de DNA A; corrida- eletrof-orética- foi

realizada- sob voltagem máxima e constante- de- 90 Vem- tamp·ão- T8E. Os géis foram

observadOs em fransílumfnador de- luz ultravioleta para- análise visual e- reg:isfro

fotográfico.

5.3. Se-qüenciame-nto dos fragmentos- do- gene- eae-

Os quatro produtos da peR f-oram· purificados com a- utiHzaçâo do Gel

Extraction Kit (Quiag:en). Foi realizada uma corrida eletroforética em gel- agarose

(t%} para determjnar a concentraçãO. dos produtos já purjficados, em comparação

com o- marcador Low- DNA Mass- Ladder (Invitrog:en). Com essa analise os produtos

foram ajustados- para a concentração de- 20 ng/pL, segundo recomendação do

Centro do Genoma Humano da. Universidade de São Paulo. ond-e foram realJzadbS

os seqüenciamentos, os "primers" util1zados foram os mesmos da tabela 3-. Os

ensaios foram reaJizados de acordo com o protocolo recomendado peto fabricante

do- apare~ho- Mega8ACE 1000 (Amersham 8iosciences)-, utilizando o seqüenciador
. - -

DYEnamic ET o-ye Terminator C-ycle Sequencing Kif- (com Thermo Sequenase™ H

DNA Polimerase).

A análise de seqüências foi- reaJizada. através do programa BLA8T, disponível

no- site www.ncbLnlm.nih.gov. Os alinhamentos foram realizados entre- as

seqüências dos fragmenfos dos genes eae inseridos nos- clones ampJificad.os por

PCR e a seq_üência de nucleotídeos presentes no genBank.

As amostras seqüenciadas também foram comparadas entre si através do

programa LALlGN oferecido no sitio www.expasy.ch.

5-.4. Expressão- e- purificação- das intiminas

As bactérias recombinanfes contendo os diferentes insertos, foram incubados

por 18 horas em 10 ml de meio LB suplementado com 2-5- jJglmL de- kanamicina e

11m pg/ml de ampicilina, a 37°C, sob agitação. Após- o- crescimento, 5 ml de cada
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uma destas· culturas foram transferidos para um frasco contendo 100 ml de· LB

também suplementado com 25- jJglmL de kanamicina e 100 jJgfml deampicHina~em

seguida· fncubados· a 37°C sob agitação de 350 rpro·, até· atingir a densidade ótica

(DO) entre 0~5 a O~7 em espectrofotômetro' de luz visível com' filtro' de 600 nm.

Ao atIngIr a 00 desejada, for adiCionado a este crescímento 1 mM de· lPTG

(150propil-{3-d-tiogalactopiranosideo) para a- in-duçã-o da el(pressáo de proteína. A

cuUura foi colocada novamente· a 3rC sob agitação' de- 350 rpm durante· cinco

hotas, Após este petfodo, a. cultura foi centlífug'ada a 4.000 g em uma tempetatlJra.

de 4°C durante 20m4t1utos.

O- 1Jpe1let" foi. ressuspenso em 30 roL de solução de Use (NaGI 300 rnM..

NaH2P04 50 mM, lmidazol tO mM, PMSF t mM, pH a.O} em banho de· gelo e

estocado a -lO°e- até o dJa seguinte, quando foi descongelado por imersão em· água

fria e- submetido· à pressão' para o· rompimento das células em um "French Pressure"

três ou· quatro vezes. Após o rompimento das células a .amostra foi centrifugada. a

10.000 9 por 30 minutos a uma temperatura de 4°C.

Para. proced:er à cromatogra.fia. de afjnidade,. o sobrenadante produto da.

centrifugação anterior foi' recuperado e-, para cada 4 mL deste· adicionou-se- 1 mL da

agarose Ni-NTA (QiagenJ. A mistura foi mantida sob agitação constante (200 rpm)

durante- uma hora em banho de gelo, para permitir a ligação da protefna com a

resina e em seguida. foi colocada. numa coluna...

Após a sedimentação da resina, a co~una foi lavada duas vezes com tampão'

de lavagem (NaC1300 mM, NaH2P04 50 mM, Imidazo12-D mM, pH B.O),. utiHzando-se

um volume quatro vezes maior que o volume do· sedimento. -Em seguida a proteína

fol elüída com a. adição do tampão de eluição (NaCr 300 mM, NaH2P04 50 mM,

Imidazol 250 mM, pH 8-.0) em q.uatro etapas, usando;...se 500 J;JL de tampão' em cada

uma. A proteína elüfda foi acondicionada em microtubo contendo 0,5 mM de PMSF e·

estocadas a-20p C.

Em todas as· etapas foram coletadas aHquotas. para dosagem de proteínas e

análise em 8D8-PAGE.

5-.5. Etetroforese em gel de poliacrilamida fSDS-PAGEl

Este· ensaio foi realizado tanto para acompanhar as etapas. da purificação das·

intiminas como para fazer a transferência em membrana de nltrocelufose para

posterior ensaio de "imunobfotting" (IH).
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5.5.-f.- Corrida .eletrofor.ética

A corrida f01 reafizada em aparelho Mini- Protean H {BioR-ad}. O mini'-gel foi

preparado com 1.5% de acrUamjda, com pente de 10. ou 15 dentes para- a anáUse das

et-apas de- purificação- das intiminas, e com pente- prep'arativo- para o ensaio- de- l8

(ítem 8)-, segundo método descrjto por Carbonare- e- cols. (19gõ). O- padrão de- peso

molecufar {PM} usado foi um kit de caHbraç-ão para electroforese de baixo PM

contendú: foforílase b (PM = 94 kOa), albumi"na bovfna (P-M = 67 kOa), ovoalbumfna

{PM =43 kDa}, anidrase- carbônica {PM =30 kDa}, inibidor de tripsina (PM =20~ 1

kDa)- e aAactalbumina- (PM =- 14,4 kDa) (Pharmacia- Biotech). A corrida- foi- realizada

com voJtagem constante (100 V).. até a- Unha de frente do COrante azul de bromofenôl

chegar ao final do get Os géis foram corados com GelCode® Blue S-tatn Reagent

(Pierce)..-

5~6~- O"eterminação da- concentração de proteína

A determinação da concentração das diferentes preparações de protefnas

purificadas foi reaJizada. pelo método do ácido bicinconínico utiHzando o kit BCA~

Pierce.

&. EltS-A para a determinação de- anticorpos tgG no- soro- e- Ig-A no- cotostro

reativos com as i-ntiminas

A determinação da concentração relativa- de anticorpos anti-intiminas f01

baseada na técnica- descrita por Fomsgaard: (1990).-

A finalidade deste ensaio foi a determinação da- concentração de anticorpos

especificos a-nti~intiminas, a-través da relação com as concentrações de 19G e- IgA

totais no nosso- "poof' de soro e colostro respectivamente. A determinação da

concentração de Ig-G total do "pool" de soro foi- reaHzada por nefelometria e a da IgA

por ELISA utiHzando um padrão comercial fSJGMA 1--06-3-3).

O protocoJo- resume~se em dOsar na mesma placa, a jmunogJobulJna (I9-G para

o soro- ou- l-gA para o colostro) e cada um- dos anticorpos anti,-intimina. A

concentração de- anticorpo de- captura anti-fgG (SIGMA- f-113-S) ou- anti-fgA (SIGMA- f

884) e a concentração de cada intimina purificada deve ser a mesma, mesmas

condições de incubação, concentração do conjugado e solução de substrato.

Quatro coJunas de uma pJaca- de poliestireno (Costar, USA) foram

senslbilrzadas com antf-lgG- ou anti~lgA humano numa concentração- de 2,5 JigJmL
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dUufdas em PBS- 1,4, e- duas colunas- foram sensibilizadas- com cada uma das quatro

intiminas purificadas na mesma concentração-, também diluídas em PBS 7,4 durante

16- horas a 4°C. As- placas foram lavadas por quatro vezes com PBS-Tween 0,1% e

foi- realizado- 0- bloqueio- com 5% de leite em pó- desnatado em PBS 7,4 por uma hora

à temperatura amblente-. Após novas lavagens, o "poor fOI dUuído em tampão de

diluição PBS-Tween 0,2% acrescido de 5% de teite em pó desnatado e seguindo'-se

um período de ülcubaçã-o de duas horas a 37°C. Nesta etapa, como pode se

observar na figura 5, as- diluições- seriadas do "poot" de- soro- ou colostro utfHzadas

tanro- para a determinação de IgG ou 19A total e as fntímfnas- não- fOram as mesmas,

tendo sido padronizadas previamente- (para determinação de IgG total: 1150.000; de

fgA total: 1/20.000 e de IgG e IgA antf-intjminas 1IfO).

Anti-lgG humano
ou

anti-lgA humano

Intimina
va.

Intimina
vil

flf ~- 11 fZ

Intimina
cons

Ir

Intimina
vy

Ir.,Eíõ4-~Zf
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com 2,5 Ilg/mL

de:
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Figura- 5. Esquema da- s-ensibilização- da placa- de- ELISA e as diferentes· diluições seriadas do soro
(azul) ou colosíro- (vermelho) para a determinação da concentração relativa de IgGe IgA- anti..
intiminas-em função da 19Gou IgA totais.

ApÓ"s incubação, as placas foram lavadas e os respectivos conjugados anti;"

19G ou fgA marcados- com peroxidase (d~ruição t/2.000) foram adkfonados- d~lüído&

no tampão de dUuição, seguindo-se nova. incubação por duas horas a. 37°C.

Posteriormente novas lavagens foram realizadas e a solução de substrato peróxido

de- hidrogênio 0,01% em solução de OPD 0,4 mgIJnL em tampão citrato-fosfato, pH

5,0 foi colocada. Após 30 minutos de incubação, a reação enzimática foi

interrompida pela adlção de 25 IlL de ácido sulfúriCo- 2,5 N. A absorbânda foi lida- em

feitor para- miCToptacas no comprimento de onda de 492- nm (Labsystems Muttiscan
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MS, Hnland). Os valores foram calculados para- cada teste- com o programa Excel da

Microsoft.

Os- resultados- das- concentraçães- de fgG e fgA antí-íntíminas- va, vf3, V'Y e

conservada do JJpoor' d-e soro e colostro respectivamente, foram calculados

empregando-se a curva de- regressão linear da DO em função- do logro da

concentração conhecida- de IgG ou IgAtotaL As DOs obtidas para as intímjnas furam

comparadas com- essa curva e o valor da concentração foi determinado pela

ecruação d-a- refa- e postedormente moJtlpJj:cado pela diluição reaJizada7 Este ensaia

foi realizado repetidas vezes com 0- objetivo- de testar a reprodutibHidade e de se

estabelecer um valot de concentração padrão para nosso "pooj". Assim obteve-Se

uma média dessas concentrações e- dessa maneira obtivemos o resuUado final da

concentra-ção- de- anfi-infiminas em Ilg/inl rela-tivo a- os valores totais de 19-G- e- IgA- do

"pool" de soro e- colostro.

Para a determínação- índividualde antiCorpos antf-íntrmínas nas 100 amostras

de soro e nas- 5-4 amostras de colostro-, cada- uma das- placas foram senslbHizadas

com 2,5- Iig/mL de- cada intimina purificada-o Após- incubação, em cada placa- foram

processados o "pool" em dupUcata,- utiJjzado como referência. junto a tO amostras de

soro- ou de colostro. As diluições do "pool" e das amostras foram seriadas e iniciaram

se a partir de tltO- (figura 6). O conjugado anti-lgG ou J:gA foi utiUzadC) na- djJiJição

112000, as cond1ções do ensaio foram- as mesmas que- do- ensaIo da determinação

da concentração de anti-intiminas no "pooJ".
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Figura· 6. Esquema das diluições do "pool" de· soro ou colostro- e das amostras individuais.

Para obter os- resultados- em concentração, foi feita uma curva de regress·ão

linear da concen-tra-çã-o conhecida de Ig:G e IgA anti:..intiminas- no "pool" de soro e

cofos-tro· respectivamente em função· das- DOs- para cada- diluição. As DOs- obtidas

para cada a-mostra- individual, foram comparadas com essa curva e o valor foi

posteriormente determinado pela- equação da reta e multiplicado pela diluição

reajjzada..- O- resultado de cada. amostra. expressado em IlglmL é refativo a. os valores.

de 19G e· IgA anti..intimina em cada "pool" de soro e colostro·.

7. Análise- estatística

Os resultados das determinações de concentrações de anticorpos anti

intimlnas foram submetidos às seguintes análises: análise descritiva (Box-plot),

anánse- de variãncia (Testes de- Tukey e Kruskal Wams)-, testes- de· correlação de

8pearman e· distribuiç-ão· de freqüências.

8. Ensaros de "tmmunobtottrng" (1St com as intiminas purificadas

Foi feita uma preparação das- fntiminas- va, vB, v-ye conservada utmzad~:ls

como antígeno na concentração de t JlglrnL, com quantidade suficiente para tOO: JlL

de tampão de amostra- contento 200/0 de SOS, 6 JlL de f3-mercaptoetanoi e 2 JlL de

azul de- bromofenol·. As- misturas foram homogeneizadas- e- posteriormente- aquecidas

a· t009 ç por 1.0 mjnutos e estocadas a -209 Ç até o momento de uso.
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A partír dogel de- poUacrílamida- prepa-rado como descríto- noifem 5:.5, foram

feitas corridas eletroforéticas com -as -amostras protéic-as e posteriormente- foi

reaUzada- a transferêncía preparando- um "sanduíche" com pape-is filtro, 0- gef e- a

membrana de- nitrocelulose embebidos em tampão- d-e- transferência (JOW8IN et al.,

1:979-)-. A corrida- foi fena- fixando-se- a voltagem em 1-4 volts por 45 mínutos- em

aparelho- Trans'-Blot 8emi'-Dry (8io Rad).

Após- a transferêncra-, o sanduíche fof aberto e a- membrana de nUroceJulose

corada- com corante de- Ponceau S a- O~ 5% p-or 30 minutos- e depois descorada com

água destilada- até aparecerem as bandas tanto- dos padrões quanto- dos antígenos.

Após a- secagem- entre papéis de- fHtro-, a- membrana f01 identificada- e- guardada na

geJadelfa até o momento de uso.

Cada membrana foi- cortada em tiras de 4 mm e- cada uma das tiras- foi"

colocada- em uma canaleta- de cuba- de ra, bloqueada com tampã-o Trfs salina- O,Ot M

acre-sddo de- 50/0 de- le"ite- em pó desnatado- e- mantida em agitador basculante- por

duas- hora-s- à temperatura- ambiente. O tampão de bloqueio foi desprezado e fora-m

adidonadas as amostras de s-oro diluídas 1110 ou 1/50 1'm cas-o d-os colostros, em

ta-mpão de amostra (Tris salfna- e,O-1M acrescido de 5% de leite em- pó desnatado e

0,05% de Tween 20). A cuba foi entã-o- agitada por 16 hOTas à temperatura am'biente-.

Após- a- incubação, a-s- tfra-s- foram- submetidas- a- seis-lavagens- de dez minutos- cada,

eum tampã-o de lavagem (tampão Tri-s 0-,01 M acresddo de Tween 20 cIO, 1%). A

seguir o conJugadO anti~rgG ou anti~lgA humano marcado com peroxida-se (SfGMA)

ditufdo a 1/200 ou 11500 respectivamente, em tampã-o doe amostra foi adidonad-o em

cada- canaleta-, a- cuba- foi agitada- por duas- nora-s- a- temperatura- ambiente.

Após este perfodo, as tiras foram lavadas novamente seis vezes. Foi então

adicionado o substrato preparado no- momento- do uso- e ao- abrigo da- luz, contendo

dtaminoben-zidina (SIGMA) a 0,05% em tampão Tris s-aiina 0,05% e peróxido de

h~dfogênio-. A cuba- foi- deixada- em- repouso até revelação das- bandas- e a- reação

interrompida- com a adtção de água d-estil-ad-a.

1t- _Absorção d:o ~~pool" de soro e da- 19A purificada- com as tntimmas

reeombinantes-

A~ -k· T---a - f"cm :o~rz;""d-""~ -nffi ~~ o-,.-tt·as:o"- ---k·nantes r'l1'e__ ,;J avso_-ço.,;;s _',.dl- T";;QJ_Q_-Q-,;J çy-- Q,;J_av_eTL._ r.,;;vOJJ)·vl- -_- "1-\4

e-xpres-sam- cada uma das- intiminas- em- estudo. O crescimento de- cada uma- das

bactêrfas recombi:nantes foi realjzado de acordo com o item 5A, com a segu.inte
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dJferença: no- segundo dIa, 5 mL da cu1tura foram transferidos para 500 mL do meio

lB contendo os antibióticos kanamicina e ampicHina nas mesmas concentrações. A

cu1tura foi incubada sob agitação- de- 35U rpm a 37°C, até- atingir uma DO 600nm entre

O~S- a 0,7. Após este- crescimento f01 adicionado- 1 mM- de lPTG à cultura e- esta

cofocada novamente-em fncubação sob agitação a 3-7°C durante cinco horas.

Após esse período a cultura f01 centrifugada a 4.000- g- a 4°C por 20 minutos.

O pel1et obtido foi ressuspenso em tampão- contendo "poo1" de soro ou JgA puriffcada

diluídos- previamente- 1/2 em PB8 7.4, numa proporção- de- 1 g: de ba-ctérias/mt de

amostra dUufda. A suspensãO- foi incubada- a 37°C sob agUação- de 350 rpm por duas

horas. Posteriormente- foram deixadas- em repouso- 16 a- 18 horas- a 4°C e

centrifugadas a 10.000 9 por 20 mín a 4°C. 05- sobrenadantes- foram colhidos e

esto-cados- a- -20°C até o momento do uso em ensaios- de- EUSA, 18 e- inibiçã-o- da

adesão- bacterfana. Realizaram-se absorções- sucessivas- e absorções únicas- que

sã-o- descritas a seguir, e- os- materiais abs-o-rvidos foram- designados p-o-r letras:

PU -"poo1" de soro não absorvido

P1- "1'001" de-soroabsolVido-eomva e-vf3

P2 - "poof de soro absorvido-com-vpe-cons

P3- "poof' de soroabsorvidocomv{)

AO - 19A n~o aPSOrviçla

A1 - 19A abs-olVida- c-om- vj3, vy e C"on-s

A2 - 19A absorvida com- va:, vy e cons

A3-~lgAabsorvidacomva,v/le COflS

A4 - JgAabsoNida- com va, vj3 e- vy

81 - IgA absorvida com va

82 - IgA ab"s-orvida c"om vj3

BJ-lgA absorvidacom-vy

84 -lgAabsorvidacomeons

to-o Inibição- da ades-ãa de- E. calí a e-élulas- HEp-·2

05- ensajos- de inibjçáo da adesão- com as bactérias- EPEC 0127:Hô, EPEC

01t1:H-- e EHEC 0157:H7 foram re-aHzados- empregando-se céiulas HEp--2 (céiulas

de cardnoma de Jarfnge humano, ATCC CCl 23}.

A cultura de- células HEp-2 f01 mantida em garrafas de 75 cm:l (Nunc), em

melo DMEM (SlGMA), contento 10% de soro fetal bovino (Cultnab}, 1% de solução

de L-gJutamina (2mM) e g:entamicina (50 J.J.9-1mL): (SIGMA). em jncubadora Revco

Ultima, com atmosfera de 5% de- C02- a- 3-rC. Após formação- de- monocamada
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confluente, as céluJas- foram descoladas- com ATV (solução- de- tripsína e EDTAJ e

ressuspensas no mesmo meio em uma concentração de- 8xt04 células/mL.

LamlnuJas- redondas de 1: cm de dIâmetro- (previamente lavadas

individualmente com álcool e autoclavadas} foram colocadas em cada poço- d-e- uma

placa para cultura de .célUlas de- 24 poços (Costaf, USA}. ~oj dIstribuído 1: mL da

suspensão- de- células- em cada poço-, e- a placa- foi incubada por 48 horas- a 3rC

.com atmosfera de 5% de CCh até a formação da mono.camadade .células-.

As diferentes bactérias foram inoculadas, inicialmente- em 3 mt de caldo- BHI

e incubadas- a 3rC por 16- horas. A partir deste cuUivo foram transferidos- 200 JlL

para 10 mL do mesmo caldo e incubado pejo mesmo tempo,- Após 16 horas de

incubação, um novo- inóculo de 200- p.L de cada cultura foi semeado em tubo

.contendo 5 ml do mesmo .caldo e fn.cubado em banho- a 37°C .com agUaçã-o. O

crescimento bacteriano foi monitorado p-or leitura de- 0.0-. em espectrofotômetro

Eppendorf em .comprfmento de onda de 500 om atéatTngfr um valor de 0,8 para

EPEC 0111:H- e- 1,2 para EPEC 0127:H6 e- EHEC 0157:H7, correspondentes-a um

.cres.címento bacteriano-em fase logarítmica-.

Foram fe_itas m_istufas d:ereaçâo contendo 50.~ debactéda,- amostras de

soro nos volumes de 25) 50) 100 ou 200 J,1L ou coiostro- nos volumes de 10:, 25- ou 50

j.:tL e o meio- de ades-ão (DMEM contendo 2% de soro fetal bovino- e 1% de D~

manose). compl:etando~se para um volume- finar de 500: lJ.l. Estas misturas- foram

incubadas por 30 minutos- a temp-eratura ambiente-o

N:o momento do ensaio, o meio de .cultura das .céluJas fof desprezado, e cada

um dos poços da- placa- foi lavado 6 vezes- com t mL de- PBS. Em cada poço foram

colocados- 500 IlL da- reação descrita anteriormente.

Em cada- ensaio foram utilizadoS dois controles. um. de célula onde foi

coJocado apenas o- meio de- adesão, e- um controle- de- adesão-, onde- se coJocou uma

suspensão de tO% de bactéria no meio de adesão,- que foj jncubada junto com as

misturas. Após este procedimento a- placa- foi incubada por 30 minutos no caso da

EPEG Ot1t:H- e por três horas no caso da. EPEG Ot27:H6- e EHEG Ot57:H7 em

estufa- a- 3-rC.

Após este período cada poço da placa foi lavado 6 vezes, e t mL do meio de

adesão- foi- adicionado. A placa- foi então incubada por três horas em estufa a- 3-rC.

Em seguida. a p1aca foi lavada. quatro vez-es com PBS, a.s célUlas fixadas com
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metano! ,0% por 30 minutos e coradas com Ma-y-Grüwald e- Giemsa- por .5 e- ZO

minutos, respectivamente. Depois de I'avadas com água- comum, -as laminuJas for-am

retiradas da- placa- e- montadas em lãmina- normal com Enfellan (Merck).

As lâminas foram observadas em microscópio- ótico- comum com aumento- de

tOox, sendo contadas 300 célUlas, somente sendo- consíderadas com adesão- as

céluJas que- possuíam- em sua- superfície mais de- seis- bactérias-o O- resultado foi

expresso em porcentagem de célUras- com bactérias em- reJaçãoao- número tota! de

células- contadas- (% de- adesã-o). A p-orcentagem de inibiçã-o- da adesão foi- calculada

considerando-se como tOO% de adesão- 0- valor obtido no ensaio controle.

% de adesão na amostra- x 100
% de inibição =100 - --------------------------------------------------

% de adesão no controle
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1.- Análise- do €leI de- agarose- como resultado- do- P-CR

Com o objetivo- de- verificar a presença do inserto nas bactérias- resuit-antes da

clonagem dos fragmentos- do-gene eae que codificam as- fntlmfnas a, f3- e y variáveiS

e a região conservada,- foi: realizada uma- peR.- O par de jjprlmers" utiljzado para

cada- fragmento foi- o mesmo- que- foi- usado para ampHficar o ge-ne- da amostra

selVagem. Após eletrofurese em- g:eJ. de agarose a- presença da- banda

correspondente- ao- fragmento, com- número de- pares de- bases (pb-} esperado- para

cada amplicon foi confirmado.- Na figura- 7 pode se observar a- presença de bandas

correspondentes a 447 pb no caso- de va, vf3" e Vy e 9-15- pb- correspondente a região

conservada da- fnfimfna-.

1353 ~

1078 
872 -

603 
447pb-.

310 -

1 2 3 4 5 6- 7 8 9 10 11 12 13

"915pb

Fig.ura 7. Elefrofdrese em gel de agarose 1% - Fragmentos dos genes eéi(J amplificados por-PeR a
partir dos elon-es recombil1antes: marcador de peso molecular (J kb) na cal1alefa 1, segmentos que
codificam as intiminas va, v~, vy e conservada nas canaletas 2, 5, 8- e 11, controles negativos
utilizando a bactéria OH5a nas canaletas 3, 6, -9 e 12 e controles negativos utilizando ~9UÇ1

deionizada nas canaletas 4, 7, 10 e 13, respectivamente.

2-. AnárlSe- doseqüenciamento-

Os produtos da peR também foram uttlizad-os para a análise de

seqüenciamento de- nucleotfdeos-. Um- dos- objetivos- des-ta anáHs-e- foi verificar se

cada- um dos fragmentos do gene ege cloJlados e juserldcs na- _bacténa .hospedeira
corr€spondla-m ao- fragmento da bactéria- selvagem da- qual- foram obtidos- {UMA,
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2-.0:(4). Os resultados- dos seqüencü:lmentos das nossas- amostras confrrmaram- que

cada inserto foi donado no sentido correto- para que ocorresse sua transcrição.

A tabela- 4 mostra a relação- das seqüências de nucJeotídeos obtidas- no

trabalho- e- as- s-eqüências presentes no- GenBank, esta refação- foi- realizada -através

do- programa- BLAST. Os- resultadOs- em todos- os- casos revelam 98% de-idfmtídade-.

Tabela.4-. Relação dos fragmentos cujo seqüenciamento foi· comparado com seqüências depositadas
no GenBank correspondente a- sorotipos de tt>tC numana.

Segmentos
seq.üenciados

Seqüência do
G-enBank

Correspondente
à cepa

SOrDtipo-de
EPEC-

-Vu : Af022236.1: E2348169 : 0127:H6...........................~ -:- -:- .
v0j3 : U626SS.1: E2430178 : 0111ab:H2...........................) ) ~ .
vy. ~. AF081184c1 ~. DECSdOrskovS8&-6S f OSS:H7...........................! -r .........•.•.•............•.....••. "t"' •••••••••••••••••••••••

eons ~ AFOZZ~5.1. ~ E~4al5g ~ 0127:116

o segun-do objetivo da análise foi a- comparaçã-o entre si das seqÜências dos

segmentos das porções variáveis va, vlJ e- vy utilizadas neste- trabalho. O resuUado

desta- análise é- mostrado em- porcentagem de identidade- de acordo com a

quantidade- de- nucleoUdeos sobrepostos {tabela 5}. A comparação foi realizada- entre

as seqüências <lforward" e entre as "reverse".

Tabela- 5, Comparação enfreas seqi.JêncJas de nuc!eotfdeos dos segmenfos Vrt, v~ e vy.

Porcentagem de
identidade {:%} Nuçr~otrdeos sobrepostos

va (fw) X vJ3 (fw) r 64,S ~: 440 (f-434:2~440)
, ~ ~ .

YÇJ.(fw)X:yy (fW:) ~- õ5,g 1- 451 (1-44Z:1-444)
1..-•.,..,.,..,.'lI.,.,.:.,.~...lI-.'lIlI:illIlI'lI,.'lI-.-..:II,..,.lI.,....-.-.- -.-.- -.: .,.-.-.-•.•-•.,..•,...':II.,.,.:w:lI:lno.,..,...,.-.:tI -.,..,.,.:..,. ,.-.-:.,.-.,..,...:.-..,..,.:a:.-.:.:.:."'.,..,."JI'lI'lI...:il:ll:.lI:l1.,.-.,........,..,.:II.,.:II.,..,..,. -.:a..,..,.-

, ~~:~~~.~-.~:.~~? ~ ~~:~ t ~.~~-;~~:~~~;.1.~.:~~ .. .
va {rev} X vJ3 {rev} ~65.5 ~ 429 (7-.433,2-4-27)............................................................................................................................... .
va- {rev) X v"y {rev) ~ 66;8 ~ 446 {1-436: 1-437).........................................~ ( .
v~ (rev) Xvy (rev) ~ 8-2,8 ~ 43-1 {8-427:12-434)

fw - forward; rev - mverse

3-. Expressão- e purificação- das intimtnas recombinantes

Este conjunto de procedimentos foj- reaHzadO- da mesma maneira para cada

intjmjna. As protefnas recomb1nates His-intim1na- foram expressas após a- adição de

IPTG- ao meio de cultura contendo as amostras bacterianas- recombinantes em fase-
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10g- de- crescfmenfo.. Anfes- da adição de- lPTG, e ao- ffnaJ do período de- fndüção,

foram retiradas -alíquotas da cultura para controle negativo e- confirmaç-ão- da

expressãO da proteína por SDS-PAGE.

Posteriormente procedemos- à purificação- da proteína por cromatografia de

afinidade- através da interação dos resíduos- de- 6xHis- presentes na regIão N--terminaJ

d-e- cada proteína, com o níquel (Ni'-NTA) ligado à matriz de Sepharose- CL-SS. Ao

finar de cada período também retiramos alfquotas- que depois- foram- analisadas por

SOS-PAGE. No caso das intiminas v1) e vy pode-se observar a- presença de um-a

banda correspondente- a 16-,5 kDa (figuras 88- e 8C), no caso da conservada- (figura

8D} a- banda- éórteSpóride a 33,-6 kDa, A banda óbservada- ria- fig-ura 8A da- jntimiria

Va; é- muito- grossa e- é- devido- a que na verdade se- trata de duas bandas que- se

juntaram pera quantidade de proteína obtida. Estas duas- bandas- foram observadas

ao longo do- processo- de- obtenção- de- proteína e- uma delas- corresponde- a 16,S-kOa-.

A alíquota referente à banda mais- intensa observada nogel para cada

intimina foi se1ecionada e separada para rea1izar a determinação da concentração- de

proteína através- do método- de BCA No- caso- da- fntfmlna conservada- foram

selecionadas- duas- aHquotas-. Os valores obtidos em mg/ml são apresentados junto

com a- figura 8.

A. Br c. D.

94
67 --

30 --

20,1 --

14,4 --

94 -

67 -

43-

.30 --

20,1 -

14,4-

94 -
67 --

43 --

30 --

20,1 --

14,4 _.

94
.67-

43 --

30 --

.20,1 --

14,4 -

1 2

6.65-

2

4,00-

1 2

2,23-

123

2,65 j 2,96

Figura 8-. SOS-PAGE em gel a 15% de- poliacrilamida- com preparações protéicas das amostras
obtidas do processo de purificação- das intiminas 'Ia (2A), v~(2B), vy (2C) e conservada- (20 e 3D). 1 
PM. Abaixo estão as concentrações de proteínas obtidas (mgfml)-.
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Baseadas nas concentrações- de- proteína foram realizadas as dUuições das

preparações para a sensibilização de placas de ELISA e para -a preparaç-ão das

membranas para- os I-Bs.

A. Determinação da .concentração de- antiGorpos- an-tf-fntíminas- nas- amostras- de

soro e co-lostro-

As- concentrações- de anticorpos- anti=intiminas- va, vf3, vy e conservada

feajjzadas com todas as amostras de SOro (lgG) e cojostro (lgA) a partir do EUSA

com antígenos purificados estão relacionados nas tabetas 6 e- 7 respectivamente-o

Os dados obtidos foram submetidos à anáJjse estatistica. com o objetivo de

avaHar o estado da resposta de- anticorpos 19& e IgA destes dois grupos de amostras

frente-as intiminas va, vf5, vy e conservada.
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Tabe1a 6-. Concentração de anticorpos IgG anti-intimina das 100 amostras de soro, detectados pelo
EL1SA- (~glmL).

N"Am- i Anti' j Aflti' ~ Anti' ~ Anti'
: va : vB : VY : cons

- PooJ ~ 2,65 j 1-,16- ~ 1,81 ~ 5;40
••••••••••••••••• : ••••••••••••••••• : •••••••••.••.•••• : ••••••••••••••••••••• y •••••••••••••••••••••

1i 319 ; 0,38 ; 7 74i 6,63
; .;~ ~ ; ..;; ! .,:; .

;::::::~::::::f:::t~~:::::j::J~~~:::::l:::J;~~::::::l:::::I;;::::::t
_ 4- j 1.81 i 0.97 j 0.39 j 2.56 •.................~ -( -.: ~ .
I: 5 t 6,40 j €l,47 i: 2.69 t 5.56 .
:······6······r···1·:1:.;····r···1·:04····r·····o::.;á·····T"····1·..22:·····
:......i ..· ~ ....·5:69 T 3:14 ·~ ..· 3:S1 ·..r 2jjS ..
:..·..·ã· r- ..·0:92 ·~ ·0:49 T O:4·ii r 1·..à· ..

:::::::~:::::::~:::::?;~~:::::1:::::?;~~:::::~:::::f~~ ::::::I::::::~;?~:::::: ..
._ 10 ~ 3.22 ~ 2,10 ~ 0.6€l ~ 3,74

::::::~~:::::::L::1>9:::::L::~;~~:::::L::::i;~:~:::::I::::j,:~~::::::'
,.....~3. ......L...~.:~~.....L.:~.:~~.....L.....~:~~~ ......L....~.'.~~......l
: 13 i 0.€l6 j o.2€l i o;4€l i 3,67 --
•••••••••••••••••( ••••••••••••••••• 'C •••••••••••••••••~ ••••••••••••••••••••• oj. •••••••••••••••••••••

14 i €l,56 j 4.03 1 3,49 i 4.22
'; ~~ ~~ { .,. .
; ~:~ .L ~.:~~ .L ~.:~~ .L 2:~.~: t.. ~.;.~~: t

16 :6 40 : 5 21 : 3 97 : 5 23
; ·17 ( ..·2~43..·.. ~ ....·1·~1{j ·( 1·~33 t 6·:·4S..·...
: ·1ã ~....·o::;o....T..·O;30 T o:1i r 1·..00:..·..

::::::~~::::::~:::::1A~:::::C:~;~~:::::C::::~;~::::::I::::~;:~~::::::
;.....~.~ ......L...?:~~.....L...?:?~.....L.....~:~:~ ......L.....~.'.!.~ ......

21' .~. 065 ; 024 ; 021 i 238
'; ;;~ : .;;~ : ;;~ ! .;,. ' .

[:::J~::::::Lj~ª~:::::l:::;~;~:::::l::::::;~~~::::::f::::::~::~::::::-
: 24 1 0.63 1 0.35 i o,2€l i 1.62
•••••••••••••••••~ •••••••••••••••••-c •••••••••••••••••-c ••••••••••••••••••••• 0) •••••••••••••••••••••

_ 25 1 0.59 1 1.1€l i 1,36 i 3.52 ~:....·i6·.... ·~....·1j9....r ..{Ú2....T......S:44......T"··..3.'24......

;:::::~~:::::T:::rt~::::r:::~:~~~::::T:::::~~1t::::::F:::~:::~~::::::.
·....·29..·· .. ~ .. ···O:97··· ..r· ..O::;3·.... ~ .. ··· ..0:31:..·· ..r·..··4..2S.... ·· _

i::i":lJ~irj:]~JT~i:::l:]~:-
33 j 0,87 i 0;52 j 0;49 j 1,49 _

~················t~· · ~~ -c ••••••••••••••••••••• -c;••••••••••••••••••••

_ 34 1 0;64 i 0.57 i 1.69 j1.72
••••••••••••••••• ( •••••••••••••••••-c •••••••••••••••••{••••••••••••••••••••• 0) ••••••••••••••••••••

_ 35 i 2,75 i 2,93 j 4,4€l i 1.81.................: : : ~ ,

36 i 0,58 i 0,36 i 0.81 i 6.02......37...... r- ..·Ú4..·.. r-..~1·:4a....r ....·3:62......r ....6,'6S......

;:::::~#.-::::::C::~;~!:::::C::?;!.~:::::C::::~;~~:::::: L:::~,:1:~::::::
;......~~ ......L. ..~.:~~.....L....?:~~.....L.....2:~.! ......l......~.'.?~-......
_ 40 j 1.34 ~ 0,61 ~ 1,46 ~ 5,41 _

::::::~~::::::f::~;!.~::::I:::~;i~:::::L::::§;~~:::::I::::~':ª!.::::::'f:
: 42 i 1,25 i 0.22 j 0;2€l i: 3,24 ,
••••••••••••••••• , •••••••••••••••••;; •••••••••••••••••'1: ••••••••••••••••••••• y •••••••••••••••••••••

i 43 i 0,60 i 0,78 j 0,40 i 1.€l2 .'
; •••••••••••••••• 'C'; ••••••••••••••••~•••••••••••••••••• ,; •••••••••••••••••••• -c;•••••••••••••••••••••

:: 44 1 0,97 11,14 i: 1.24 1 2.01 --
•••••••••••••••••{ •••••••••••••••••{ •••••••••••••••••: ••••••••••••••••••••• 0) ••••••••••••••••••••

.' 45 1 7,02 1 4,83 j 1.35 i 14,04.................: : : ~ .
: 46 i 2,01 i 0;82 i 1,42 i 4.7~
:....·47 r-· ..1·:86 ·~ ·1·:o6 T· 1:86 r....3..65 ·..
......48 ~....·Ú2 T 1·::;S ·~ ·O:74 r·..·2·..33 ..

;:::::~~::::::C:~;~~:::::~:::3;!.~:::::C::::~;~~:::::I::::3.'~~::::::
50- j 2,06 ~ 1.10 j 1,07 1 6.€l3

'~I~I~I~I~l' . w . ~ . , . roM _

51 j 7 21 ; 3 52 j O€l8i 2 €l5

;;:::::#~:::::I::::~;!~:::::r::::~~~~::::::I::::::9;~~::::::r::::::~\(:::l
53 j 4.34 i 5,77 i 0.77 i 3,42-

•••••••••••••••• -c;•••••••••••••••••••• ( •••••••••••••••••••• -:..•••••••••••••••••••• (0 ••••••••••••••••••••

54 ; O24 ; O07 ; O39 ; 032 .
.•••••••••••••••• .õ= •••••••• !•••.••••.•.~; .••.••.•~ .•.•. •••••.;..•..•••• .'••.•••••.•• <.•••.•.••:.•.•.••.•••,•.

55 1 0,83 i o.~3 i: 0,59 1 4,57C....S6......T"....O:~·5 r ..·O:44 T ·O·,1·6....'T....·4:z:7..· ..
"""si""r·..·S:õ1 r ....·3;4S· T :.;0'''0:;''''T..·..S:46· ·
;:::::#~::::::L:::§;~~::::::L::§ª!.::::::r::::~;:~~::::::L:>;~~:::::·
·-......~: .....L...2?:~.? .....L....:~:~~.......L....2~.'.?.~ .....l......~:~~.......

60 ~ 1,35 ~ 0,90 ~ 0;€l2 1 2.12 ._......6:(....T'....O:9·3..·..T'.... ~1· ..:;8...... ·{..·..·0·.66··....F'....~Ú4......

::::::~~::::I:::::i;~i.::::::L::§~::::::L::::~;~:~::::T:::::~;~~:::::.t
:.....~~: .....t......~:~? ....j;......?.~~~......L...~~.'.~~ .....t.....5:~.~.......

M j 1,13 i 0;77 i 0,28 j 2,70 .
• ••••••••••••••• (0 •••••••••••••••••••• ( •••••••••••••••••••••) •••••••••••••••••••• (- ••••••••••••••••••••

_ ~5 j 1,11 11.08 1 2,01 i 2,35 ~,

.;:::::~~::::::r::::::i;~:!:::::r:::::~:;?~:::::I:::§~ª::::I:::::~;~:~:::::::l·-

.: 67 i 4,96 ~1 ,84 i 0.34 i 6,48 :

;:::::~~:::::I::::i;~~::::::~::::::~:;!.~::::::r::3.~f::::I::::::~;~1:::::::
;.....~~:.....l......?:~.~ ......L.....?·.~~.......L..... ~.'.!.~ ......l......~:~~......
, 70 ~ 1.39 ~ 0.58 : 0.59 ~ 3.54

::::::~r:::I::::i~~f:::::E::::~~~:::::::E:::I~F::I::::~:~:F:::'
......!~: .....t......~:~.~ ..... j;......?·.~~......l......~.'.~~ ......t... ...~::~:~.......

74 i 1.07 j 0.72 j 1,40 i 5,20 •
• ••••••••••••••• (o ••••••••••••••••••••{ •••••••••••••••••••• 0) •••••••••••••••••••• (0 •••••••••••••••••••

_ 75 j 1,03 1 1.21 i 0,28 1 4,18 ._

~:::::t.~::::r::::~;~;:::::r:::::r~~~~:::::F::~~~:::::F::\~~;~::::::(
.; .....!~: l.. ~:~? .L ?.~~~ ..L ~.'.?~~ .l.. ~~:~.~ ..
......!~: I ~:~.~: L ?;.~~ ,[ ~.'.~~~ l :~.~:?~ .
_ ao' ~ 0.86 ~ 1,40 j 0,81 ~ 5,21 ._
·· ....a1..·..·f..·..·1·:o·ã··· ..·r·..··1j4·..··T....·O·:28~· ..··r....·4:49···..·.

::::::~~:::::I::::~f~::::::L::I§f:::I:::::~;:~~-::::I::::1:~;:~:~:::J
a3 i 2;74 j 2,18 j ~.75 i 5,17

••••••••••••••••~ •••••••••••••••••••• 'C •••••••••••••••• •••• q ..••.••.••••.••.••..• .c; .

a4 i 1,80 j 0;55 i: 0,93 t 2;05••••••••••••••••<- ••••••••••••••••••••~••••••••••••••••••••0) •••••••••••••••••••• (0 •••••••••••••••••••• '

" a5 t 3,25 t 0,4~ j 0.53 j 12,90................., , ., ., '1
.: a~ 1 5,22 i 2,31 i 3.39 1 4,08 -

.;:::::~!:::::L::::~;~i.:::::r::::~:;?~::::::r:::j;~?::::T:::::~A:~:::::
......~~: l... !.:~:~ .., L. .?:~~ L.. \~~ l... ~:~3. .
......~~: L 2:~:~ L. ~.'.~~ L ~.'~.~: .L ~:~.~ ..

90 ~ 2;92 1 2.1€l j 1,54 ~ 2,51

::::::~:::::T:::::i;~j::::::L:::~;~~:::::::C:::§!~:::::I::::~;~:~::::::t-
1:92 t 2,40 t 1.56 i 0,84 i 5,98 :

c:::~~:::::I::::i;~:~::::::L::::~:;~:~::::::L::j;:~~:::::I::::~;~:~::::J
: 94- j 0,69 i: 0,11 j 0.€l4 i 7,86.
!•••••••••••••••• (o ••••••••••••••••••••( •••••••••••••••••••• 0) •••••••••••••••••••• (0 •••••••••••••••••••

: 95 i 0,35 i 0,31 j 0.91 i 2.03.. ., , ., ., ·1
- 96 : O68 : 1 02 : 1 09 : 497 1

::::::~!:::::t:::::i~~:~:::::J:::::~;!.!.::::::t::::j;:~ª::::::l::::::~~~§.:::::..
.. :~~: l... 2:~.~ .L ~.:~~ L ~.'.?~ l... ~:~.~ .
- ~~: L 2:?:~ L ??~ L \~~ L ~:~~ ..

100 ~ 1,44 1 0.78 1 0.35 ~ 1,17
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Tabela 7. Concentrações de anticorpos I"gA anti-intiminas nas 54 amostras de colostro, detectados
pelo ELISA(J.!-g/mL).

N°Am Anti- 1 Anti· 1 Anti- 1 Anti-
va : v6 : vy : GOI1S-

Poo. ~ 27,75- ; 3-5-,41- ; 1-3,9-3- i 24,09
li ·••••••••••••• ,.::•••••••••••••••·••••••••••••••.)..••••••••••••• a-

I t ,. S- 34 , 698 ,. 6 27 ' 1S- 20
~...............~~~â~~ ......~~ ...ü~ll.loW ...io.u.•~

2 j 57,85 j 55,73 j. 29;47 j 78;94
..·····3"······"j""···2·2;i6····T····"i0;10··..··j·····2·1jS..··T····26,46..···
:::::::~::::::::L::);?~:::::::Lj;~;~~::::I:::A!.~:::::I ::~R:~;~9::::-

5 1 6.34 1· 7.31 1· 13.57 1· 6.26

::::::::;~::::::r::JJ:~~:::::F:~~:~~:::::F::~~~5t::::::F:~~:~~::::~:
·· ..·..S..·....·j ..··4i·ús·..T..·86"a;12: 1 775jii3: [· ..·121:;!ii .
""",J",..">O.., .., ,,,) , .., .., ., u , u.u , ,) , , .

9 i 52,31 i 75.79 ~ 25.33 ~ 34,55......1"O:..·..·[ S{07 [ ·39;i1..·..T ·1õ;S8· ·[ i,55 .
, , ) ) ) ,

1·1 .~. 97.80 ~. 130,77 ~ 11,70- ~ 10-1,89 •.
······1Z······).·····1·giú"i····}.'"··jief;oS'····I·····i5:51·····I..···3'(Ü~i····

~:J}:::J::~~~!i~~JL~~~~19::::F:::~~~:::::F::1~;5~::)
. 15 } 1329-,64 ;. 21B9;58' ;. 281.55' ; 860,B1"
' ••••••••••••••_.;O••_._.;O.•.•_._.} ·.·.·.·;o.·.·.·.·;o.·J.·.·.·.·o·.·.·.·.·.·.·.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•}.•.•.•_•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•}.•_._•.•_._._ ~

......~~.......L..3.~9.:~~ .....L..~?:~~ ... .L.....~.~~~~......L...~.?~?~ .
11 ~ 10,80 ~ 5,1.8 i 1,3.8 i 31,04I-·······..········~··· ..················,···· ) ).....................•_
18 ~ 9.57 ~ 5.. 04 ~ 3, lO i 4.,60·..·..·19'..·.. '1" ..··1'3;07..···1 ··4·:69'..·..'1" cf98'· ..·T· '3..1··:; ··................., , ) , .

'20 ~933.25 ~ .1248,B2 ~84'.B8 i 834,19 f
·....·21 ·1 B;·s1....·''1'......s::04..·....1......4':43'"''T.... ·1·1','Oi....·
"''''22' r 1'6:sT'''r'''T7:ãz''''r''''1Tõ4'''''r''T2,9Z''''
......23:· T..·..3ifos......l·....·~31j7......:1...... ·1·..65:......1..·.. 8·1·,~ii8 ....·

·::::::~:::::E:::~~:~~::::T::j~~~~~:::E::~~~~:::E:::~t:~~::::r
.. 26' j 3',68 j 7,37 j 4,f8 t3,92 I:.................., .., .., .., .
.·......~!...... .1. .?~~§ L ~.~'.~~ L.....?·.?~ L :7.,.~.~ .

28- E 8-.65 ~ 1.18 ~ 0.30 ~ 4.92
.-.·.·.·_·.·_·.·.·.·.·.·.·_·.·.·.·,_·"'.·.·.·.·.·.·0·'·.·.·.·"'.·.·.·.· ·.·,.·.·.·0·.·0·0·.·0·.·0·.·.·0·.·.·0·.·0·_·'·'_·.·_·.·.·.·.·.·_·.·_·.·_·.·.·.·.·.·.·.·.·) .

29 E 8.56 ~ 14~27 É 2,4-3 i 9.50
......30:....T....·15;75·..·T·....12:46··.. ··1 ..·..·"9;63..·..··[..·..·4.~04 ..·..·•·
r.·················)·····················)············ ) ) .

;31 É 7,28 ~ 7,57 i 7,05 ~ 6,72···....··iz··..T..·..·5;Õ1'"·..·r..···5;6i-j""····[..·....ó'..i5'....··[·....fif,"irr ..···

~::~:~~::::F::~lL:::E:~~~::E::!t:l~I=;~!~~~l:
·......~~: .....t ....~.~~~.....j:...3:??:~~....t ...~.~.?::~:~: ... j ....~g.?,.n ... :

36 ;6,50 ~. 5,69 ; 0.87 ~. 2,69

t::::::~!:::::::j:::j~~~~:::::C::::E~~r::::j:::::A~C::::C:j;':~(::::f
31f E 9,57 E 3,61 1 5,22 1 4,34

::::::*~:::::::L::::~;#f::::]::::::~;~!.::::::I::::::i..:?~::::::r:::H3#::::: ..
. 40 ~ 4,92 ~ 6,90 ~ 4.55 i9,16 •.

:~:~::~~:::::+::::~~~::·::+:·::~:~~~~:::::+:::::~~A·:::·:r·:::·:·~V~:::·::_··
"""43:·""'1"''''"8:97......T....·4..88·......1..·....5..24....T.... ·"9..i6........

~::::::~::::::F::~~~::::::F::~~:~:::::F:::;lt~:::::F::::~:~~:~:::l

·::::::~:::::::L::I?;~~:::::r:::::~;~~::::::f::::f.·:§f::T::::f.1A~::::: I:
>.....i!""j~""J,l1~...mj:mmQ·.~Q..mj:".."9.~~~,,,.L.m?~~'

48 ; 1B,89 ; 15.58 ; 17.72 ; 21.D8 j'
·· ..··49:....T..·3·õ4-:49....-r..··3·i5;9S..··-r....·i}"3..·..·T··10·23;97'" :
··....5i}..··..j..·..1:35:"37"·..T..··1D2;S3..·..[..·.. "9:B:97"· ..·T..·15·1·:1'7"'" .
•••••••~ ..! •••••• ~ ~ , , ~ :O' •••••••••• ! ••••••••

51 É 11,22 É 13,54 É 6,39 ~ 3,84
."""52""""1''''''1'4;"31'''''"1""·'1'2;"30""T......5..30·..·.. '1'''''32:55'''..

r::::::~:::::F:::~~~~~::::T:::::1~~l!:::::F:::~\6r::T:::::1~~~~:::::1
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5~- Análise estatística-

Os dados obtidos foram submetidos à anátise estatística para comparar a

resposta de anticorpos do grupo de- indfvfduos estudados, em relação às jhfiininas.

Inicialmente- foi feita uma análise descritiva (tabela 8) que foi em seg_uida

representada no gráfico "Box-Plot" (figura S). Também foi feita aanálíse de varjância

para comparar os- diferentes grupos.

Finalmente foí reaJizada a anállse da dlstríbulçáo de freqúêncü:ls das amostras

agrupadas em faixas- de- concentração de- anticorp-os e comparação destas

dlstríbuíçôes nos váríos grupos de dados (figura tO).

1"abela a. Valores da análIse estatístiCa dos resultados das concentrações de antií;;orposanti
intiminasda classe JgG nas mo amostras de soros e da classe 19A- nas 54 amostras- de- colostro.

Soro {lgG anti~intimina)- Colostro-(lgA- anti~intimina}-

va vl3 vy eãns va vl3 vy eãtis

Médi<t- 2Ai6 1,58 2,08 4,65 96,08 132,-1-1- 41,66 81,65

Mediana- 1-,57 1-,09 1,00 3;59 1- 1-2,95- 1-2,38- 7,14- 14-,59

Desvio Pallrão 2;56 1-,61 2,78 4,56 23Z,33 365,01- 118,65 2-14;11

Variancia õ,5í 1,ÕO í,íõ 10,íõ l õ3.9í9,33 1"33.119,í8" 13.841,18" 45.841,í9........................................................................••..................................................................
Erro padrão 0;26- 0;16 0;28- 0;46- 32,62 .49,61 16;01- 29,1.4-

o gráfico "Box-Plot" reali-zado- no programa estatístico Minitab 14 utilizando os

resultados do ELISA está representado na figura 9, mostrando a dispersão de dados

das concentraçõ-es- cte- anticorpos- IgG e- IgA anti'-intiminas- Vd, vf3, vye cons-ervada

nos 100 soros-e 54 colostros- aonde res-s-altam~se os- vafores- máxfmos valores-, ,

mrn-im-os, 05- percentis 25 e 75 delimitando a caixa-, as médias, medtanas e da-dos

discrepantes-o Este gráfico permite uma- melhor comparação- entre as- concentrações

para os quatro grupos de dados e entre as duas c1asses de imunoglobulinas

pesquis-adas-.
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Figura- 9-. Comparação da resposta de anticorpos 19B- (A) nos soros elgA (8) nos colostros, contra as
intiminas-va, v\3, vyeconservada. "Box plots" mostramovator máximo-emfnimo, a média e mediana,
os percentis 25e 75-eos valores discrepantes.

A primeira observação feita frente- aos resuUados mostrados até- o momento- é

que, de manejra. geraJ~ a. concentração de anticorpos no coJostro é majs aJta que a.

do- soro (tabelas 6, 7 e- 8-, e figura 9).

A análjse descritiva das concentrações de anticorpos nos soros mostrados na

figura 9A sugere- que- existe uma concentração mais elevada de anticorpos anti-
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íntiirrina conservada quando comparada com as .concentrações dos outros três

grupos (anti- intiminas Vá, vf3" e vy), os- anticorpos anti:..va se encontram- mais

elevados que os antl-vp e anti-vy e estes dois últimos são- semelhantes de acordo

com a amplitude de variação, médias- e- medianas. Este- resultado- foi confirmado- .com

a análise de variância realizado pelo teste Kruskal-Wallis que mostrou que a

concentração de antiCorpos- antf-in-tfmina conservada é malor que a va, esta maior

que vl3, e que esta úJtima é considerada igual: à vy. Este teste não paramétrico foi

escolhido Já que nossos coniuntos de dados não apresentam uma distribuição

normal.

Diferentemente dos anticorpos séricos IgG, os resultados dos quatro grupos

de- dados das concentrações de 19A anti-in-timinas nos- colostms são diferentes- entre

si (tabela 8 e figura 98). AanáHse de v-ariância neste caso foi realizada pelo teste

paramétrfco de- Tukey uma vez que este grupo- de dados- apresenta uma dIstribuição

normal. Este' teste, com 95% de confiança, mostrou que a concentração de

anticorpos- antf,,.fntfmfna va, vl3 e conservada na noss-a população são- semelhantes

entre si e que os anticorpos- anfi-intimina vy estão em níveis· mais- baixos que os três

anteriores.

A aná-Iíse· da dIstribuiÇão de freqüências- fDj: reaJizada- com- o logarftmo (Log10)

da concentração- de -anticorpos. Esses valores de Log: d-as concentraçõ-es foram

agrupados- de acordo com faixas e for verlficada a porcentagem de amostras- de cada

faixa. Os resultados- estão representados- nos- gráficos da figura 10.

Na figura tOA observamos- que as distribuições de freqOências das

concen1rações de IgG nos soros contra as in1imina-s Va v ft e v são semelha-n1es e a-, p y

curva de freqüência- para- a- conservada- se- encontra- aumentada- quando comparada

com as outras trêS, isto quer dizer Que existe uma maior quantidade de amostras

com concentra-ção elevada- de· ant~corpos. A distribuição- de- freqüências dos

anticorpos nos cofostro (figura tOS) não apresentou. diferenças signjfjcativas,- Nota

se também que- os anticorpos Ig-A presentes no colostro se encontram em uma

concentração majs elevada. que os anticorpos IgG presentes no soro.
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5-.1. Coeficientes de- correfação- de- Spearman-

Todos os grupos de dados foram submetidos ao- teste de corre1"ações de

Spearman. Foram comparadas as concentrações de- anticorpos IgG no soro- e tgA no

cofosfro para as- quatro intiminas-. A tabela 9 e as figuras 11e 12 apresentam os

coeficientes de correlação das comparações.
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Os vatores- dos coeficientes são negativos quando não há correlação entre os

grupos de dados. 8e há correfação~ os coeficientes s-ão positivos, e quanto mais

próximos de 1- (um), maior a correlação entre os grupos de- dados-o O valor entre

parêntesis é o (p), que quanto- mais próximo· de O- (zero) maior a correlação· entre os

grupos de- dados, para um dado fntervaJo de· confiança. Um p-<O,05 fndica correlação

estatisticamente- significativa, com um intervalo- de confiança de 950/0.

Todos- os- coefidenfes- de correfação foram positivos e os maiores valores

observados foram entre as concentrações de anticorpos anti-v(X. e an1i--v13 para soro e

entre- anti--v13 e anti-vy para colostro.

Tabela 9. Teste de correlação de Spearman entre os anticorpos reativos com diferentes intiminas,
avaliados em duplas, em amostras de soros (lgG) e éolostros (lgA). Valores de éoefiéierites e de (p).

Anticorpos- anti~intiminas·
~ IgGem IgAem

sor-05- -colostros-

cons

vil

x

xva

vy

~. 0,7234 ~- 0,8388r {O,ooao) f (O,OOOO)
r:r.:JI·.-:r .rJI· .- :r..-.-..· :r~·rII- · ·• ...-.·r .-:.:r..· :JI:r.w:r-·.rJl·.....-..- ...-.-....- ...- -.r.r:rr.r ,... :JI..-..- :r ........-..-

. - X - - : 0,5435: 0,7831
......v~. vr... . 1 {O,00(:}9).. j ~O,o0t:1(:}l ....... •~.-•• •.-••~ -.~.""''-''''-'-.-'-'-.-.'''''.-''-'''.·.·'-'''.·.·.-.·it .._'''.-•••"-.",, .......... •".-•.•-.- ~ _ -. ,..-•••••••

: o4622: o7424

............~~ ~ ~~~·~ ~ \9;~?~~ .[ ~~:.9~~.~} .
: 0,5692: 0,8475

............~~ ~ ~: ~ \9:~~~t [ ~~'.~~~.~t .
. : o2gg5: O"73"9"g

vJ3 X çç>n$ 1 (0:0041) t (0:0000).....................................................................................................
;: 0,312-6;: 0,6453
{ (O 00f9) { (O 0000)
~, .,. J

No caso dos soros- observamos- que as· correlações mafs- altas foram entre as

concentrações d-os anticorpos para as porções variáveis: anti;"intiminas V"a Xvj3, V"a X

vr., vf)- X vy com um p- = 0,0000-. Na comparação- das concentrações de anticorpos

para a porção- conservada com as· variáveis, ou seja, anti~int~minas· va X cons, vil X

cons e vy X cons-, também se obtiveram- correlações. positivas, porém mais baixas

que as outras três- comparações, sendo o p das duas últimas de 0,0041 e 0,0019

respectívamente. Os resultados de correlação para colostro foram todos positivos- e

altos mostrando um- p = 0,0000- em todos os casos. Um· alto coeficiente de

correlação pode ser jndjeafivo de reação- cruzada entre os- antjcorpos para ambos- os

antígenos· dos grupos- p-areados.



Resultados 57

A-.- s.-

10010

r =Ô,543S
p·....'O;OOOO· ..... :' .

~
......

I ,.-.
• ••• •• •. ~ ,."•• •~...

ri'
O- +1----,------.--------,

O

100

f

10

>-

JOOJP

.' .r =.0;7234- • ,
p =Cf,OOlllr ••",.. ,\.JN ·•....

• •·'\ . .- '. ,....
I :.O- I

O

10

ec:. 1,..

ver va

c.- o.

100

10-

••\ .• ••

r =ó,66g-2
p·=-.o;OOOO-

• • ti!, ~ .
.•.. ""!I. -. .. .,..' .:.. . ,. . .

••• • •• •
~

•

o +1------.--------,
O-

1

10

100

.....
>'

10010

· :.. ..
)~., ..

.!I • ",.'••. .: ..
\

T ...-.o;4622 •
_p =Ó,lIOOO

•

o

o +1----,-------,----------,
O

UJ
C
0
O-

va vJ3

E. f.

•
100

UJO
C
O
O-

•
••

r =Ó,:ElflfS
p-....'O;OO41·• •· ... . ..... .;1HII ..,.__: ,.ia.:.·'.... . _...

• • • ••

100

10
tn
C-
O
U 1

r =0,3-126- •
p =0;0011r

. ~~~~.. :... .. -,,.. ..~....
•

I....•

•

tOO10

{) +1----,------,-------,
O

vyvp:
10

0,1

0,1

Figura 11. Comparação entre as concentrações de IgG anti-intiminas vai v13, vy e conservada
presentes em 100 amostras de soro (f =coeficiente de correlação de Spearman).



Resultados 58

Ac Se

1000, O

r =0,7831 () o
100 ~ p--c();OOOO O O

~ W1
Jk. tf' 000 O

> c!J!&0 O O

°
0q, «t, o

0°
O I

O 1 10 100 1000 10000

Va

1000 10000100

va
10

O
O O

00°0

O O ,!,6'0

~g> °
~f'b

<9

':1 l"=4;8a88-
P =0,0000

100
co.

'" 1.0

1-[ O

O

O

C-r 0-.-

10000 1000 O

1000 1=0,1424
9""-0;0000-

O 00
O

r "o;nrr
100 i p-" .0.000.0·

O O

O O

O

tO

f/f 100
c:-
O
(,)-

o O oo~o O O

O g;J;)at <t> OO

8~ O

>> 10·
0<9 Cl':>

<oft;0 06' O 00
0

O

%Erg~
O

00 ~ O O

va
1000 100001{)010

O O

v~-

o+I--~--~--~-~~-~
O1000 1000010010

o+-I--,--~--~--~-~
{)

E. F.

10000
1'0000

1000 ] l" =11;7398 1000
r-=.O;6453·

O
O P = 0;0-00"11"

O O
00 O

p=O,oooO O

100 Bo 8> 'C 10.0 00 O O
O

Q O

ti) O
O ti) O O

c: 00:9. O (j 00 e o o cf'~

0- 10 ~ 04/1 00 o 10 O~o o00 o <t>
(,) (,) o (5)0 o

1 1

O O

O 1 10 100· 1000 10000 o 1 10 100 1000

vI} vy

Figura 1-2. Comparação entre· as concentrações- de- IgA anti-intiminas- vu, v~, vy e conservada·
presentes-em 54 amostras-de colostro(r .;;:coefjciente de correlação de Spearman).



Resultados

BIBllU I t.lvf\

Faculdade de Ciências Farmacêuticas
Universidade de São Paulo 59

6.- Determinação- de cut-off

A partir dos resuRados obtidos nesse traba~ho foram determinados valores de

"cuf-off' considerando três desvios· padrões (DP} acima. das médlas. A tabeJa. 10

mostra estes· valores e· o· número- de· indivíduos que em cada grupo de dados· estaria

acfma. da média- mafs três· DP.

Tabela- 10. Média-, desvio padrão· e- cut-off considerando três desvios padrões- acima- da- média para
19Ge-lgA dos anticorpos anti-intiminas (concentração em f.1g/mL)~

".cut off" I N? .dB-indiYídlJ~

(Média .. 3DP) I a-cirrfa- do eut:.off
Anticorpo

I~G anti·intimina va.

IgG anti-1ntimina v~

Média DF"

10;24

6,41

1"

4

fgA antl~rntiinlila va. l::lt5,Ul:' Z;:lL,;:l;:l fl::l;:l,Uf Z

IgA anti~fntimina vJ3 1"32,1"1 ·365,01" 1"227,14 2

I~A anti·intimina vy 41,66 118,65 397,61 1"

IgA antiointimimr euns 87,65 414,11 729,98 3

IgG 8nti·int1mins· vr I 2,08 I 2,78 I 10,42 I 4

IgG anti-int1minct<:ons I 4 65 I 4 56 I 18 33· I 1-
I. • ••• • • • • •• • ••• • T• __: .•_:~ -I- ._~_~.__~~ ,_. ·~~_~ ~~ ··•~ .• •••..•••••

De acordo com a. tabela. 10 pode. se observar que existem indivíduos que se·

encontram acima do "cut-off' determinado através da média + 3DP. Como esses

valores se encontram muito acima oos· demais·, foi rea11zado· um recálcuto da média e·

OP eliminando estes indivíduos do grupo (tabela 11).

Tabela· tt. Recálcl:Ilo da média, desvio padrão para IgG e IgA dos anticorpos ani-intiminas
(elJITcentrcrç:ão em J.,LglmL).

cut off "corrigido"
(Média + 3DP)

OPMédia·Antlcorpo

JgG anti-intimina va I 2,.4-2 j 2,10 1 .8,72

IgGanti-intimina Y~ I 1-,35 I 1,13 i 4,74

JgG-anti-intimina. vy ·1 1,72. I 2,09! 7,99

IgG anti~íiltiiniila cons 4~.z5- - Z,69 t 11,3"1
~ ~ ~ ~ .

IgA anti-intiminct v« I 56,25 I 104,40 369,45

IgA anti-intimina vp
I

71,46
I

169,85 581,01

19Aanti-intimina vy

I
26,.80

I
59,.43 205,09

IgAanti-intimina cons 39,50 74,.82 2.6.3,.96
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7~ Ensaios de "Jmmunobrofting~T(IS}

Os ensaios de- IB foram realizados utHiz-ando;..se como -antfgeno -as proteínas

puríficadas- va, vl3-, v"{ e conservada (ítem 5.4. de Material e Métodos} para a

avaliação de Ig:G d:os soros e JgA dos colostros. Com .base nos resujt"ados da

concentração- de- anticorpos IgGe-lgA pe~o ens-aiode- EUSA, foi- feita uma s-e~eção-de

três amostras com afta- concentração de anticorpos IgG e IgA para cada-uma- das

quatro- intiminas. Com estas amostras foram formados- quatro "poo~s-" d~ soro e

quatro de coJostror A tabela a seglJirmostra a relação de amostras utlJJzadas,

Tabela 1:2-. "Pools,j formados com três amostras com alta- concentração- de antiCorpos trente às
íi'lüiníi'las em estudo.

•Anticorpos-lgG anti.intimina- i Amostras- de- SOfO que- formam 0- "pool!'

59,63 ê 76va ,
,..................................................................................................................,

vl3 ~ 5, 5ge63

::::::::::::::::::::: ::y.~::::: :::::::::::::::::r:::::::::::::::::::::::~~ ;:~:~-:~~-:::: ::::::::::::::::::::::
Cons ;: 45, 7g e g5

AnticorposlgA anti·intimina } Amostras de-colostro que- formam- 0- "pool!'

va ~- 1"5, 20e 49...................................................................................................................,

vp : 8, 15e 20
J ,..-Jl.JI- -.,.. - ,,.. ,- JI.JI••- ,.. ,..- ,..~., 1t"..- ..- ..,.,.. 1t" 1t",..-..1t" -..-..-.- ,,...,-..-,, ,,.•- ~~

~ : ~ffi~~
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• "1 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• ,

Cons ~ 7,15e-49

Note-se que- no caso- óos soros-, a amostra 63" tem- aUa concentração de

a-nticorp-os para va, vf3 e vy~ a amostra 59, para- Va e vf3 e a a-mostra 76, para Va e vy.

Nos- colos-tros-, a amostra 15 tem aUa- concentração de- ant~corpos para- as quatro

intíminas, a amostra ZO:, para- Va e vf3 e a- amostra 8, para- vf3 e vy.

Uma- possível rea-tividade cruzada dos anticorpos an-ti;..in-timina- va, v~, vy e

conservada, contidos- nos- "pools-" descritos- acima, contra- antígenos- homó~ogos- e

hererólogos foi verlfjcada em ensaios de JB, (figuras 1:3 e 1:4).-
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Figura 14. IH com as intiminas A. vai R VP, C. vy e D. conservada. Amostras de colostro'diluídas
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Nas figuras 1:3 e 1:4, pode-se observar bandas fortemente reativas que
mostram a resposta de anticorpos ant1~~nt1minas tanto· nos "pools" de soro como nos

de· coJostro·. A resposta anti-intimina vIJ e vy está representada na banda

correspondente a 1'6,5 kDa e da antj:...jntimina conservada na banda correspondente

a- 33-,6 kDa. No caso da anti·intim4oa va pode-se observar que as amos-tras

reconheceram duas band-as Que já fOram observadas na reauzação do !;lei: de
poHacrilamida (figura- 8A)-. A intensidade- das bandas produzidas pelos "pools" de

amostras foi semelhante em todos os ensaios, mostrando assim uma possiveJ.
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reação cruzada da resposta contra as- fntimfnas. Este resuttado- está de acordo- com

-as -aRas correlações entre- -as concentrações de -anticorpos para os diferentes tipos

de jhtfmfna (tabela- 9 e figuras 11 e 12}.

3. Absol'ção do '"'poof' .de- soro e- da JgA pUl'jJicada com as intfminas

reeombinantes·

Aínda para a verjficação de uma possível reaçã-o cruzada dOs anticorpos

dirigidos contra os- dlferentes subtipos de intimina, também foram rea1izadas

absorções- com as-bactérías recombínantes atIvadas prevíamente com lPTG.

8-.1. Absorções- do '"'poor" de SOl'O com as- íntíminas- recombinantes-

o- "pool" de- soro foi absorvido com três- das- bactérias- re-combinantes. Estas

bactérias· foram- escolhidas- de acordo com os- resultados- dacorrefaçâo observados

na .........kõl~ 9·- I"\nd:e ~. corr- -l.....ç.:>l". - m t~ ~Jt· - f -1 -lltn - a - intimtnas v . -vR (O 7234)- õ -____ "º,l,,Iy_ "" Y_ _ _ _ '" _ _ _ e~ "'0 a.,;> "'_ a _o_ e_ _ e _Os . ._. _a e _JJ ., __ . _ y a

mais balxa entre vf3 e- conservada {O~2885}. Assim o "pool" de- soro foi absorvido com

as- bactérias- recombinantes- que- express-am intiminas- va, v~ e conservada em

djferentes combinações, Posteriormente as concentrações de JgG do "pooJ" sem

absorver e- dos produtos das absorções f-oram determinadas por ELISA. Estas

amostras também foram- analisadas por J8.

Tabela 13. Concentração de anticorpos Ig8 reativos com intiminas va, vl3, vy e conservada do "pool"
de soro e dOs prodUtos dªs ªbsorções com ªs bªctériªs recombir:Jªntes (lJg1mL),

Amostras
Anti- Anti- Anti. Anti~

va vp- vy cons-

PO, "Pool" de·soro : 2,66 1-,76: 1-,8-7 : 5,4

::~i-;::~~~!'::~~~~~i~~:~?~)~!~~;:~~::::::::::I::::9.-,~~::::::::9.,:9~::::[::::~:9~:::::~::::~:ij,~:::::
P-2-. "Pool"- absorvráo com Iof. v~ e cons : O;Of 0,06-: 0,03 : O............................................................~ ~ ~ .
P.3-. "P.ooI" absorvidocomint. v~- : 0,06 0,01: 0,09 : 0,26
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P1. "pool" de soro absorvidocomvaev~

P2. "pool" de-soro-absorvidocom-v{3e-conservada
P3; "poof' de sOfoabsorvidocom v0j3

Pode-se observar que todas as absorções foram eficientes, tanto aquelas que

foram realizadas duas vezes com duas bactérias como" aquela q1;je foi absorv1da só

uma- vez com- a bactéria da fnftmfna vjl

Nos IHs foram avaliados somente os anticorpos anti-intiminas va, vJ3 e"

conservada," do -"pool" de soros, após as absorções descritas na tabela 13.-
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Figura 16". 18 com asintiminas va, v/3, conservada, amostras de soro diluídas 1/10 e conjugado-anti
19G humano- dilu ido" 1/200-. PO~ "Pool" de soro controie, P1- "pool" de- SOfO" absorvido" com vj3 e va, P2
"P"ool" absorvido com vf3 e conservada e P3- "pool" absorvido com vf3. Padrâo de PM à esquerda.
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'~-Z.- Absorções de- rgA purificada com as- fntimfnas- recombfnantes

Pelo fato da IgA purificada possuir uma concentraç-ão de -anticorpos muito

mais elevada que o- "pooJ" de- cotostro- optou-se- por proceder as absorções- com este

material. Neste- c-aso-, também foram realizadas- absorçõ-es seriadas- e individuais. A

19A puriffcada e os produtos- após as- absorções foram anatísados por ELISA, 15- e

ensaio- de inibição da- adesão.

Tabela 14. Concentração de anticorpos t:gA reativos com intiminas va, v13, vy e conservada da
amostra de t:gA purificada e dos produtos das absorções com as bactérias recombinantes (,....g/ml).

Amostras dlllgAPlI,rjfjcada- Concentraçã~ de-anticorpos (/lg!mLl

Anti- Anti" Anti" Anti~

1_ va vp· li'\' .cans-. -_ .. - .. __ . ._~-~

Tratamentos-

AO, IgAnão-absorvida· ~- a4,14 ~- lllj;f4 ~- lóU,tiO ~. 1I~.11..................................................................~- ,. '" ,- .
A1. 19A absorvida com in!.~, vy e cons {: 2;36 ~ 0;7-3 {: 0;18 ~ 2,37.......~ ~ ,. , ···r···················
A2-. gA absorvida com fnt. va, vy e cons ~ O ~ 6;63-~: O ~ 2, f9

··A3:·igA·~b~~~;d~·~~;i~i:~;,.:·~~·~·~~~~············"f···Ó~,47···"f···1~:17-····f·····fi:i·····f·····4~5~·······

::-~1;):~~~k~RiYi~~:f.?mj~i·;~~;~yp.:~:rr::::::::::::::::I::::p..R~:::I:::~.:~::::a:::::::~,p.::::::~:::::~~':~t.::::::
B1. IgAabsof.Y-jda-comint.- va, :: 0,92- r 25-,.86 =- 5.8,94 :: 67,58

··B2:·igA~~~~~~:~~;j~i.·~~··························T·1·3·7~05···r··21,U···r···87:á9····r····87,08······

··Bj:·i9A..~b~~;id~:~;j~i:;;;···························~···1·27~57···~···4.},62···1·····9;64····r····58:70······
••••••• Ii •••••••••••• 1 I ••• I ••••••••••••••••••••••••••••• I •••••••• _"li_ Ii I •••••• Ii •• ~. I. I. I •• I. I. I. I. I ••••••••• 1 •••• ,.. Ii Ii •••••••••• 1 •••

B4-.lgAabso.rvida-.eomint.~ns- : 95,37 : 13;53·: 11,.09 : 1-1,84-

Foram re-atizadas três- absorç"ã"es- s-eqüenciais- com- o propósito de· isolar o

antíCorpo especifico contra cada uma das- intimfnas-. Por exemplo, para isolar os·

anticorpos IgA a.ntHntjmü1a Vai algA pur1tlcada- foi absorvjda com as .bactérias

recombinantes que- expressam as intiminas v/3, vye conservada e posteriormente foi

determinada a concentração de anticorpo5- para 05- quatro tipos- de intímfnas- para

comp-ará-Jas· com as· mesmas- concentraç"ã"es antes- da absurçã-o. O- mesmo·

procedlmento fof repetido com novas- aliquotas- de 19A com outras- bactéria5

recombinantes de- acordo com a tabela 14 (amostras A1 a A4). Parale-Iamente

avalfamos- a dfmfnuiÇão da concentração de antiCorpos após- absorção- com apenas

uma bactéria recombinada, por exemplo, a JgA absorvida com a bactéria

recombinada da intimina va e em seguida feita a determinação da· concentração de·

anticorpos para fo.das as intimjnas.- O mesmo procedjmento foj repetido para os

demais tipos de- intiminas de- acordo com- a tabela 14 (amostras B1 a B4l.
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Figura 17. Porcentêfgem de êfosorção dos êfnticorpos IgA reativos com intimillêf "lia, 1I13..Vy e
e-cmseTVad-a- deteeta-ctos- por ELISA em uma amostra cte IgA pmificcrda apcJs absorção. A. absorção
com três bactérias recomblnantes- e- B. absorção- com uma bactéria recombinante-.

A.1.lgÂ absorvida-com v$, vy e-conservada
A.2. IgAabsorvidac0m·va., vy e c0nservada
A3. JgAabsorvida-com va, v13 e conservada
A.4. IgA abSONiÇ!a com vq., vJ3 ~ vy

B: 1-.lgA absorvida-com va
8.2. IgAabsolvidacom vp
6.3~ JgAabsorvida com vy
8.4. IgA abSONiOa com cons~rvaOa

Os resultados dos ISs confirmaram o resultado' do EU8-A e mostraram uma

diferença muito nítida na reação de anticorpos feita com os produtos das três

absorções seqüenciais e os produtos da- absorção específica (figura 18-). Por

exemplO.: a concentração de antf-va d:a IgA absorvl{facom as íntfmfnas v~, vy e

conservada é ma-jor quando compaTada- com as d-eterminaçt)"es da concentra-ção

anti-v~ e· vy, enquanto que a concentração- de- anti-vu da IgA absorvida com a

íntfmfna va é menor que a concentração de antr-vp, antí-vy e antl-conservada na
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mesma amostra. Foram obtidos resultados semelhantes para os anticorpos anti

intimina VÇJ." vB e vy.

vI} vy cons

61- I I. 94-
94- - .. 61-
61-

I, i.
I ~3-

~3-

~3-

\: ~
30-

30- 30-

rol-~ ~ ~
ro,l- , 20,1-

I -,....I'~ 14,4-
144- • 1 1~,4-14,4-

43-

30-

va

~,1-

94

67-

AOA181 AO A2 82 AOA3 83 AO A4 84

Fi.gura 18. 18 das amostras de IgA purificada .antes .e .após .absorção com as intiminas v.a. vl3. vye
conservada, nos várIos esquemas. Amostras dJluídas 1/50 e conjugado anti IgA humano diluído
1/500.. PM à esquerda. AO - JgA não absorvIda,

A1 - IgA absorvida com vil. vy e conservada
A2 - IgA absorvida com va. vy e conservada
A3 ~ IgA absorvida com va, vil e conservada
A4 - iga absorvida com va, vil e vy

81 - IgA absorvida com va
B2 - IgA absorvida com vl3
83 • IgA absorvida com vy
EM - IgA absorvida com conservada

Pode se observar na figura 18 que a reatividade com as intiminas va, vr3 e vy

é semelhante, ou seja, as bandas nas fitas A1, A2 e AJ que correspondem às

ab.sorções seqüenciais são mais fracas que as bandas nas fitas 81, 82 e 8.3 que

correspondem a uma única absorção. O contrário é observado com a conservada

que mostra que apesar da IgA ter sido absorvída seqüencialmente com va, v~ e vy

(A4 çlafigura 18), mO$tra mai$ reativiçlaçle que aquela que foi ab$orviçla com a

própria conservada.

9. Inibição da adesão

Primeiramente foram reaHzados ensaios de inibição da adesão de bactérias

EPEC 0111 :H- às células HEp-2, utilizando diferentes "pools" formados por

amostras com concentração alta e baixa de anticorpos anti-va, vr3, vy e conservada

no soro e no colostro. Como controles foram utilizados o "pool" de soro formado por

100 amostras e o "pool" de colostro formado por 20 amostras. Os resultados dos

ensaios de ades·ão são mostrados nas tabelas 15 e 16.
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Tabela 1.5. Porcentagem da ínibição da adesão (%) da bactéría EPEC 0111 :H- com 200J.lL de
amostras de soro.

r
Amostr~s de soro : % Inibiç~o d~ ~ç:les~o

f
"Pool" de 100 amostras : 58

:::f.~~f::~~:i!.~~~~?~!~~:~~~:?~~~~~~~~i~~~::::::::::::: ::I:::·:::::::::~::·::::·::::::::::::::::-::::·:::
.!!I.t~.~:.~~!i.-~<: ••••••••••••••••••••• ~?~~~~:.?~>, ~ ~~ .
alta de antl-v13 (59, 5, 63) : 78....................................................................................................................

.~.~C!;~:..~~!i.-Xt •••••••••••••••••••••@1:.~~,.?p.~ ~ ?~ .
alta de anti-cons (78. A5, 85) : 52........................................................................-: .
baixa de anti-va (36,54, 52) :60........................................................................( .

•~~!~!!.~:.~~!i.-~~•••••••••••••••••••\~~'.~.~:~~)•••••••••••••••••••• ~•••••••••••••••••••?~ .
baixa de anti-vy (100,60,61) : 60

·b~i~~·d;;~~ii·:~~~~················(54:·100:·18i·················]"··················60···················,

•

Tabela 16. Porcentagem da inibição da adesão (%) da bactéria EPEC 01-11:H- com 25J.lL de
amostras de colostro.

Amostras de colostro ; % Inibição da adesão

"Pool" de 20 amostras : 86
~••'~"""""!fl" !fl!fl!fl.'!fl!fl~.".'" 11,. ,. ...,JI,.....,JlJI.,JI,.!II.!II",.!II,.!II,!fl,.!II.!II •• .!II" .."..,,. ....:. .." .. .!II_..... ,_. '!fl!fl!fl~'!fl.!ll"!fI'!!"1!-, "_" .,•.• .11,...., 1.".'.'.1
"Pool" de três amostras com concentração: :......................................................................_ .
alta de anti-va (15,20 e 49) : 93......................................................................-:- .
alta de antl-v13 (8, 15 e 20) : S4•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• .e- •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• ,
alta deanti-yy (B, 15 e 35) : ~S......................................................................-.. .

•~~t~~:.~~!i.-~~~.~•••••••••••••• J.~~.~~.:.~~J i ~~ .
baixa de anti-va (6, 13 e 47) : 93•••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••.•••••.•••••••••••••••• <- •••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••
baixa de al'1ti-v~ (6, 28 e 54) :91...................................................................................................................'

••~~!~!!.~:.~~!i.-~t •••••••••••••••• ~~.~:.~J.~~?) i ~~ .
baixa de anti-cons (14, 26 e 36) ; 85

o objetivo deste ensaio foi verificar se peja diferença na concentração de

anticorpos ou pelo uso de diferentes "pools", haveria uma diferença nas

porcentagens de inibição, Como podem se observar nas tabelas 15 e 16, de maneira

geral as porcentagens de inibição com os "pools" de colostro são mais altas que com

os jjpools" de soro. Note-se que, mesmo utilizando uma quantidade menor de

colostro (25 !J.L) em relação ao soro (200 !J.L), a atividade inibitória é maior. Observa

se também que independente de qual "pool" seja utilizado, não existe variação nas

porcentagens de inibição, o que significa que aparentemente não houve relação

entre as concentrações de anticorpos anti-intiminase a capacidade inibitória da

adesão.

Para se verificar a quantidade mínima de amostra necessária para inibir a

adesão das três bactérias EPEC 0127:H6, EPEC 0111:H- e 0157:H7 (portadoras
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das intiminas a, /3 e y respectivamente) foram realizados ensaios de adesão com

diferentes quantidades de soro, colostro e IgA purificada (tabela 17),

Tabela 17. Porcentagem da inibição da adesão (%) da bactéria EPEC 0127:H6, EPEC 0111 :H-e
EHEC D157:H7 com .diferentes quantidades de amostras de soro, colostro e I.gA.

Amostras(~Uensaio) ~ EPEC0127:H6 ~ EPEC0111:H- ~ EHEC0157:H7.

.:':~?~!':.~.t;.~ ~~.~.'!!?~!~~~ .~~~?~~ j i. i .

....................~.~~.~~ ~ ~? ~ 9.~ i ~~ .

....................~.~~.~~ ~ ~~ ~ ?~ i ~~ .

......................~~. ~~ j ~R ~ ::: 1 ~~ .
-25 ~L : 78 : -- : 87

"Pool" de 20 amostra de colostro : : :................................................~ ,: ,.:,. .
50 ~L : 100 : 94 : 100

·····················25·~L····················r··········100··········r············86········.. ·T·········10Ci··········
·····················10·~L····················:···········90···········r···········17········ ..·:··········98 .

I I I
IgA purificada ~ : ~................................................~ ···················(··························000······· .

50 ~L ~ 100 :98 ~ 100................................................, ···················(··························000······· .
25 ~L : 100 : 84 : 100................................................, ( .,. .
10 ~L : 98 :11 : 94

Neste ensajo pode-se observar também que foi necessária uma quantidade

maior de soro que de colostro e IgA para atingir uma mesma porcentagem de

inibição de adesão para as três bactérias, notando-se que a inibição para a EPEC

0127:H6 e EHEC 0157:H7 foi maior que para EPEC 0111 :H-.

As tabelas 18 e 19 apresentam os resultados do ensaio de inibição da adesão

com diferentes quantidades de "pools" de três amostras de soro e colostro, Estes

são os mesmos "pools" formados pelas três amostras com altas e baixas

concentrações de soro e colostro anli--intimina va, vj3, vy e conservada de acordo

com a tabela 15 para soros e tabela 16 para colostros.

Cada um destes "pools" foi colocado em ensaios de adesão com a bactéria

homologa em relação ao tipo de intimina, ou seja, a EPEC 0127:H6 com os "pools"

anti-va e conservada, EPEC 0111 :H- com os "pools" anti- v/3 e a 0157:H7 com os

"pools" anti-vy, como descrito nas tabelas 1a para soros e 19 para colostros.
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Tabela 18. Porcentagens de inibiçao da adesao (%) com "pools" de três amostras de soro com
concentrações altas e baixas de anticorpos anti-va e conservada com ª EPEC 0127:H6, anti- v~ com
a EPEC 0111 :H- e antí-vy com a EHEC 0157:H7.

Bactéria utilizada no ensaio de adesão

SORO EPEC 0127:H6 1 EPEC 0111:H- 1 EHEC0157:H7 1 EPEC 0127:H6

"Pools" de soros com alta concentração de anticorpos

Volume do "pool" anti-va anti-vil anti-vy anti-cons

200 llL : 100 : 7·8 : 99 : 100.•••••••••••••••••••••••••••••••, <- •••••••••••••••••••••••••, ••••••••••••••••••••••••••, •••••••••••••••••••••••••
10011L : 100 : 58 : 96 : 98

......................................................................................IIIl .

..............~~f."~ j ?~ l ~~~ j ~~ j ~? .
2!i llL ~ 55 ~ --- ~ ia ~ 66

"Pools" de soros com baixa concentração de anticorpos
: : ,

Volume do "pool": anti-va : anti-vil : anti-vy : anti-cons. ~ -." ...
200 llL -: 100 : 70 : 9B :l99

}~'~"""""l!""~'J"l!"'l!"J'l!"."'."'."'••".~ .•,Jl.""_"l!'l!'",,,~. "1"""" "!!-l!'1'~"!l"'1'l!'l!'"'J'!'l'l!' 'jO' _"!',_"._""",,, ."" a"~"~"~"~'.'
100 llL : 90 E 18 :95 : 66

••••••••••••••••••••••••••••••••,., ••••••••••••••••••••••• .c,. •••••••••••••••••••••••••-:, ••••••••••••••••••••••••••-:, •••••••••••••••••••••••••

50 »1. : 89 : --- : 87: 39.•••••••••••••••••••••••••••••••, <- •••••••••••••••••••••••••, ••••••••••••••••••••••••••, •••••••••••••••••••••••••
25 llL : 88 : --- : 80 : O

Tabela 19. Porcentagens de inibição da adesão (%) com "pools" de três amostras de colostro com
concentrações altas e baixas de anticorpos anti-va e conservada com a EPEC 0127:H6, anti- vJ3 com
a EPEC 0111:H- e anti-vy com a EHEC 0157:H7.

Bactéria utilizada no ensaio de adesão

COLOSTRO EPEC 0127;H6 ~ EPEC 0111:H- ~ EHEC 0157:H7 ~ EPEC 0127:H6

"Pools" de colostros com alta concentração de anticorpos

Volume do "pool" anti-va anti-v~

~.. anti-vy anti-cons

5011L : 100 : 99 : 100 ~ 100
........................................0 _ ,••••

25 J1L 1 100 1 94 ~ 100~ 100................................•......................._ "' "' .
1011L : .99 : 3 : 100 :86, . ,

"Pools" de colostros com baixa concentração de anticorpos

Volume do "pool": ilnti-Yª : ilnti-yJ} : ilJJti-Yy : anti-cons

..............~~~~ ~ ~.?~ l ~~ ~ :~? ~ ~~ .
25 llL : 99 : 91 : 100 : 89.................................~ <- •••••••••••••••••••••••••~ ••••••••••••••••••••••••••, •••••••••••••••••••••••••
1011L : 33 :89 : 100 : O

Os resultados obtidos neste ensaio mostraram que não houve muita diferença

na capacidade inibitória entre os "pools" com concentração alta ou baixa de

anticorpos, tanto de soro como de colostro.

As amostras de IgA purificada absorvidas com as bactérias recombinantes

expressando intimina va, v(3, vy ou conservada também foram analisadas pelo

ensaio de inibição de adesão com três bactérias. Os resultados estão descritos na
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tabe1a 21'1. Só foi observada dfmjhujção da capacidade jnjbjtória da adesão da EPEC

0111.

Tabela 20-. Porcentagens de- inibição da adesão (%) das bactérias EPEC o127:H6, EPEC 01HH- e
EHEC 0157:H7 c-om 25j.l.Uensaio de IgA purificada absorvida c-om as bacté"rias recombinat·lles da
intirtiina va, vj3, vy ou conservada.

Amostras {2'5p.LlensaíoJ t EPEC' Of2'T:H6' t EPEC' o-1f1":H-- ~: EHEC' 0157:H7

AO.lgA-não-absorvkla- :: 100 :: 84-- E: 100
.....:II ~:II::JI:r :.:II:r :II ....- -......-.....-~-• ......-....,..~J:r.....-........-.-p ............,.·.·....-~::JI::JI;r.r.r.JI"ll""..:II·..~:II7 ......- ·.·~-...-.· ..-~:....-

19A abs-of'Vida comintimín'a:' : : :.............................................~ ~ ~ .
A-1.-vl3,vye,.cons, : 99 : 24 :..................................................................................................................................
AZ. va - e eons : --- : 64 : 100

.•••• I ••••. ~.:~.I I ••...•.•.• I ••• I' I' I' ••••••• : •••••••.•.•.••.•. 1•••.•••• : ••..•.•..•••••..•.•.••••••: •••••••••••..••••.••••.••.
Á3. va, vj3 e cons : gg : 1ô : 100.............................................:: ~.~ ~ ~ ~ ~.~ .
A4. va:, vf3e-vy : 100 : 49 : 100

••-..-.- ~ ..- - -....-...,... -.-.--••-..-••-.-.-.-...-- - ., .-.- -:;,,-.:.."'lo:...- .,.....-..-::a:;,,-..:..• .,.....-•.~ .-..-.· .--.v..- :;,,-..-•••••:..-.-•••-..j ..:...-.:..:..-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-..-.- -..- -.:..-

Mm : fi : M : E............................................."' "' " .
B~~ i ~ i ~ i w

.."à3-~;;"""'·'"·,,·,·''''''·''''·,,·''''''''''r''''''''''1-Õ{V'''''''"["""''''70''''''''''·'F''''''''''-gã'''''''''''

.................................................................................................................................
84. cons ~ 100 ~ 17 .: 99

, . .

Este úllimo ensaio mosfrou majs uma vez a- possível reação cruzada na

resposta imune contra as intimlnas. Os resuitados não' são evidentes para a EPEC

0127:H6e· para a EHEC 015-7:H7 (variação- de 98 a 100%), mas- sim para EPEC

0111:H- onde ocorreu uma queda na porcentagem de inibição da IgA purificada

depois de- ser absorvida com as bactérias- recombinadas- (tabela- 2'0). Visto que- a JgA

purificada foi absorvida com a' intimina va, vy. e conserva'dê!", restaram somente os'

anticorpos anti-intimina vJl Esses anticorpos seriam responsáveis pela inibição da

adesão em uma porcentagem maior (64%) que as- outras- absorções, reagindo

especificamente com a EPEC 0111:H-.
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A resposta imunológica do organismo humano frente a uma infecção causada

por EPEC e EHEC tem sido estudada na nossa população e no mundo inteiro. Na

Grande São P.aulo, por ser uma área endêmica de EPEC, já foi determinada .a

presença de anticorpos anti-EPEC séricos e secretores em adultos e crianças

(CÂMARA et aI., 1994; CARBDNARE et aI., 2003; LOUREIRO et aI., 1998;

MARTINEZ et aI., 1999). Por outro lado, também existe a produção de anticorpos

secretores contra EHEC nesta mesma população, mesmo esta bactéria não sendo

tão freqüente como EPEC no nosso meio (PALMEIRA, et aI., 2005).

No trabalho de mestrado confirmamos a presença de anticorpos séricos anti

EPEC 0111 :H-! anti-EHEC 0157:""17 e 0111 :""1- na nossa população. Os anticorpos

detectados foram re.ativos com vários antfgenos bacterian.os como LPS e outros

componentes expostos na superfície das bactérias íntegras detectadas por ELISA!

além de outras frações antigênicas e fatores de virulência detectados pelo 18. Neste

último ensaio foi observado o reconhecimento de uma banda intensa em torno de 94

kE>a que poderia ser correspondenteàintimina (LAJ9AiA-QUINiANILLA et aI.,

200S).

A intimina é um fator de virulência presente tanto em EJ9EC como em EHEC

(ADU-BOBIE et ·al., 1998a; OSWALD et aI., 2000) e tem um papel muito importante

na adesão da bactéria à célula (LEVINE, 1987) alem de ser considerada por vários

autores como altamente imunogênica (ADU-BOBIE et aI., 1998 a; JENKINS et aI.,

2000; LOUREIROet aI., 1998). Sendo assim, decidimos p.esquisar a presença de

anticorpos específicos contra a região conservada e as regiões variáveis dos

subtipos de intimina a, ~ e yem amostras de indivíduos saudáveis da nossa

popuJação,

A escolha destes três subtipos de intimina foi motivada pelo fato de que as

intiminasa e ~ são características das EPEC tanto tfpicas como atípicas e a intimina

y d.e algumas cepas d.e EPEC atípicas (TRA.BULS! et aI" 2002)..A intimina y também

esta presente no sorotipo de EHEC 0157:H7 (DONNENBERG et aI., 1993; HICKS et

aI" 1998; PHJLLJPS et aL, 2000) altamente patogênico, Que provoca complicações

como HC e HUS (KARMALI, 1989; RILEY et al.,1983) e que tem sido responsável

por surtos no primeiro mundo (ESPIE et aI., 2008; OZEKY et aI., 2003; SARTZ et aI.,

2007; SHIMOOKY et aI., 2006).
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No presente trabalho, a super-expressão e purificação dasintiminas foi

eficiente, obtendo-se quantidades de proteínas suficientes para serem utilizadas

como antígenos no ELISA e no 18. O produto da purificação da intimina a analisado

por SDS-PAGE (figura 8A) mostra a presença de uma banda larga que é o resultado

da junção de duas bandas, uma de 16,5 kDa correspondente a região variável da

jntimjna e uma outra que se encontra na regjão de 20,0 kDa. Estas duas bandas já

foram observadas anteriormente no trabalho de Lima (2004), que verificou que

ambas correspondiam a intimina recombinante a-6xHis. Através de um IS, foi

observado que as duas bandas foram reconhecidas pelo anticorpo anti-His

(Quiagen, EUA), indicando que a banda de aproximadamente 20,0 kDa não .era uma

contaminação. O fato dessa segunda banda possuir peso molecular um pouco maior

praticamente descarta a possibilidade de que esta proteína seja produto de

desnaturação da proteína de 16,5 kDa (LIMA, 2004).

Por meio do ELISA foram determinadas as concentrações de anticorpos

séricos IgG e secretores IgA contra as intiminas em estudo. Nos ensaios

preliminares com o "pool" de soro controle, realizamos determinações de IgM anti

intiminas, mas as concentrações obtidas -foram muito baixas (dados não mostrados).

Este resultado pode ser explicado por estarmos trabalhando com uma população de

indivíduos saudáveis, ao passo que níveis mais altos de IgM seriam esperados em

uma infecção aguda ou recente causada por uma bactéria que expressasse intimina.

Além disso, a intimina é um antígeno protéico e timo-dependente, e a resposta

predominante esperada é de imunoglobulina IgG, ao contrário do que observamos

anteriormente com relação ao LPS que é uma antígeno timo-independente,

induzindo predominantemente anticorpos IgM (ZAPATA"QUINTANILLA et aL, 2006).

Nossa primeira observação é a de que anticorpos re?ltivos com ?lS regiões

variáveis e conservada da intimina a, p e y se encontram presentes nas 100

amostras de soro de adultos saudáveis e nos 54 colostros de puérperas sadias,

ambos os grupos de amostras colhidos da população da Grande São Paulo.

Nos soros, a concentração de anticorpos IgG contra a região conservada se

encontra elevada em comparação com a concentraç·ão de anticorpos contra as

regiões variáveis das intiminas. Este resultado pode ser explicado porque .esta

região é comum a todos os subtipos de intimina, de modo que os anticorpos reativos

com a porção conservada estariam presentes em indivíduos que entraram em
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contato com qualquer subtipo de intímina das bactérias presentes no nosso meio. As

intimin;:1S ~, ~, y e õ for;:1m ;:1S mais encontr;:1ç1;:1S em estl,.Jçlo realiz;:1ç1o com ;:1mostr;:1S

de São Paulo, Rio de Janeiro e Ribeirão Preto, ao lado de grande número de

amostras não tipáveis (GOMES et aI., 2004). As intiminas a e 13 são comuns em

EPEC típiCÇ)S e ;:1típiC;:1S, Ç) intiminÇ) y estã presente em EPEC atípicas, como nos

sorotipos 055:H[7] e 0111ac:H[8] que foram isolados em São Paulo (TRABULSI et

aL, 2002) e na EHEC 0157;H7 que é 'ara, mas que já também foi detectada na

nossa população (BASTOS et aL, 2006; GUT""l et aI., 2002). A intimina E (epsilon) já

foi identificada nos sorotipos de EHEC 0111 :H38 e no ONí:H19 presentes em

amostras de crianças brasileiras sem diarréia (NUNES et aI., 2003).

Bactérias do g.ênero Yerslnia, como Y. pseudotuberculosise Y. enterocolitica,

possuem uma invasina que tem homologia com a região N-terminal da intimina, mas

divergente nos últimos 280 aa da região C-terminal (F~ANKELet aI., 1994). Um

contato prévio com algumas destas espécies bacterianas, mesmo sendo pouco

freqüentes no nosso meio, poderia levar a formação de anticorpos reativos também

com a região conservada da intimina.

Parte da região conservada da intimina que é objeto do nosso estudo já foi

utilizada por outras equipes na detecção de anticorpos para fins de diagnóstico. Um

estudo realizado em Londres por Jenkíns e cols. (2000) utilizou uma proteína da

regjão 387-666 da intjmjna a. (Int280387~666) de EPEC 0127;H6, em ensajos de J8..

Foi observado que dez de quatorze amostras de soro de pacientes com cultura

positiva para EHEC 0157 nas fezes foram reativos mostrando uma banda

correspondente a 38 kDa. No ELISA, 36 de 60 pacientes com cultura negativa para

EHEC 0157 e com anticorpos anti-LPS 0157, foram re.ativos com a In1280387-666.

Neste trabalho foi mostrado que esta região da intimina é imunogênica e que a

detecção de anticorpos contra ela e contra outros fatores de virulência como LPS,

EspA e a região de ligação a intimina do Tir poderiam ajudar no diagnóstico de uma

infecção por E. co/i que produza lesão AlE, mas com resultado negativo na cultura

de fezes (JENKINS et aI., 2000).

A região conservada da intimina também foi utilizada na detecção de algumas

cepas de EPEC e E""lEC. Koga e cols. (2003) obtiveram um soro policlonal

imunizando coelhos com a molécula da intimina InÍ388-6G7. Esse anti-soro foi utilizado

em ensaios como imunofluorescência e "immunodot"., para reconhecer diversos
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subtipos de intimina característicos dos sorotipos de E. calí 0127:H6 (a), 0128:H2

(~), D157:H7 (y), D86:H34 (3) e D1D3:H2 (E), sugerindo assim uma maneira de

detectar estes patógenos.

Hajra e cols. (2007) desenvolveram um ensaio de aglutinação com látex para

detecção direta de EHEC 0157:H7. Os autores sensibilizaram partículas de látex

com um anti-soro pol"iclonal produzido em coelho imunizado com bactérias inteiras e

que, ~pós ~bsorção, reconheçi~ ~ molécula de intimina y. Este teste mostrou v~rios

benefícios como alta especificidade (aproximadamente de 98%), custo relativamente

baixo e facilidade de execução, sendo, portanto adequado para levantamentos

epidemiológicos.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram a presença de anticorpos

reativos com as porções variáveis das três intiminas em todas as amostras testadas.

Nos soros, os níveis de IgG anti-va foram ligeiramente mais altos que anti-v~ .e

anti-vy, estes úJtjmos equivalentes entre si, No entanto, nos çolostros, não houve

diferença significativa entre os vários grupos. Esta aparente discrepância pode ser

explicada pela natureza diferente entre os anticorpos séricos IgO, que normalmente

apresentam especificidade mais alta na ligação com o antígeno, em relação à

moJéculas de SIgA

A detecção de anticorpos contra as regiões variáveis da intimina também já

foi feita em outros trabalhos. Li e cols. (2000) trabalharam com .amostras de soros de

cinco pacientes com diarréia aguda causada pela EHEC 0157:H7 colhidas aos 8 e

60 dias após a infecção. Todas as amostras apresentaram uma resposta contra os

280 aa da região C-terminal da intimina, mesmo sendo esta resposta mais baixa que

para a Tir.

Adu-bobie e cols. (1998b) pesquisaram a reatividade de anticorpos IgA

presentes em amostras de colostro, com porções da região C-terminal das intiminas

ex. e (3. Foi observado que as amostras de colostro continham IgA contra as duas

intiminas, porém com uma reatividade individual variável, o que poderia ser

explicado por diferenças no seu histórico de exposição a diferentes sorotipos de

EPEC e EHEC. Neste mesmo trabalho, determinaram exatamente quais eram os

epítopos imunodominantes destas duas intiminas e mostraram a existência de

seqüências de aminoácidos conservadas. Estes resultados mostram que apesar da

alta variabilidade na região C-terminal das diferentes intiminas, existem epítopos
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semelhantes que poderiam favorecer uma reação cruzada entre anticorpos reativos

com diferentes subtipos de intimina.

Nossos resultados mostraram uma alta correlação entre os anticorpos anti.,.va

e v/3 (característicos d.e EPEC) presentes no soro e no colostro. Apesar da baixa

incidêncjÇl de infecções CÇlu$ÇldÇl$ por EHEC no nosso meio, ÇlnticorpO$ anti-vy

também estão presentes, tendo uma correlação positiva com os outros grupos.

Dados epidemiológicos recentes têm mostrado um aumento na presença de EPEC

atípicas (ARAUJO et aI., 2007, BUERIS et aI., 2007), muitas delas portadoras de

intimina y (JENKINS .et aI., 2006; TRABULSI et aI., 2002). Este fato pode .explicar a

presença de anticorpos anti-intimina y em nossas amostras.

Para explicar a variação nas diferentes intiminas, MacGraw e cols. (1~99)

levantaram a hipótese de que, ao longo do tempo, os genes componentes do LEE

das E. colí que produzem a lesão AlE sofreram macro e micro recombinações e

como conseqüência aconteceu uma mudança na estrutura da intimina; a divergência

desta estrutura esta restrita ao domínio extracelular, ou seja, a região variável da

intimina, e tem sido acelerada por recombinação e seleção diversificante (TARR &

WHITTAM, 2002). Este fenômeno explicaria o surgimento de novos subtipos de

intiminas com homologias elevadas (ZHANG et aL, 2002).

Os altos valores de coeficientes de correlação podem ser explicados pela

presença de epítopos comuns entre as várias moléculas de intimina, que seriam

reconhecidas pelos mesmos anticorpos. De acordo com a literatura, existem

variados graus de homologia dentre diferentes subtipos de intimin.a (ZHANG et aI.,

2002), ocorrendo regiões homólogas mesmo nas porções variáveis das moléculas.

Em nosso trabalho avaliamos a homologia existente entre as regiões vari.áveis

das intiminas a, /3 e y através da comparação das seqüências de nucleotídeos de

cada uma delas. O pareamento de nucleotídeos revelou porcentagens de identidade

altas e semelhantes, de 61,2% a 66,8%, em todos os casos (tabela 5). Este

resultado é indicativo da existência de epítopos comuns entre as regiões variáveis

dos três subtipos de intiminas, justificando assim a existência de anticorpos que

reconhecem estes epítopos comuns. Este fato está de acordo com os elevados

coeficientes de correlação observados na comparação da resposta de anticorpos

contra as porções variáveis das intiminas encontradas neste nosso estudo, e sugere

assim a possível origem da reação cruzada entre os anticorpos reativos com as
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diferentes intiminas. Como os anticorpos adquiridos naturalmente são políclonals, é

esperado que haja a ocorrência de anticorpos reativos com epítopos comuns a

vários domínios da molécula de Intlmlna, tanto nas regíôes conservadas como nas

variáveis.

No presente trabalho indicamos valores de "cut-oft", apenas como uma forma

de analisar os dados da nossa amostragem. Foi realizado o cálculo de média mais

3DP e não da média menos 3DP, o que resultaria em valores negatívos em todos os

nossos grupos de dados pelo fato dos valores de DP serem muito altos.

Considerando um valor de "cut-otr' igual à média + 3DP, nos diferentes

grupos de dados teremos de 1 a 4 de indivíduos que estariam acima do "cut-off'.

Como não temos conhecimento do histórico destes indivíduos, questionamos se eles

não teriam tido alguma infecção anterior que provocasse o desenvolvimento de altos

níveis de anticorpos. Se isso fosse confirmado, talvez alguns destes indivíduos não

pudessem ser considerados como componentes do grupo de adultos saudáveis.

Em vista disso, na tabela 11 mostramos um recálculo da média e desvio

padrão eliminando aqueles indivíduos com níveis de anticorpos acima do "cut off'

calculado na tabela 10. Assim, os valores diminuíram, mas continuaram equivalentes

entre cada grupo de dados. Cabe notar que este recálculo causou maior diferença

para os colostros do que para os soros. Esta diferença pode ser explicada porque

nos colostros hÇlviÇl I,JmÇl maior di$pers~o nos valores, com vÇllores de desvio pÇldr~o

e variância mais altos que no caso dos soros.

Os resultados obtidos no presente trabaJho atl1da são insuficientes para se
estabelecer um "cut~off' definitivo dos níveis de anticorpos IgG nos soros e IgA nos

colostros para· as intiminas estudadas, Para tanto, seria l1ecessário aumentar o
número de amostras estudadas e também comparar os resultados de indivíduos

saudáveis com amostras de pacientes Que tiveram contato direto comprovado com
as bactérias estudadas. Desta forma poderíamos estabelecer uma faixa de valores

que poderiam ser considerados normais, e um limite a partir do Qual as
concentrações seriam indicativas de infecção.

Os resultados obtidos nos ensaios de IB também são sugestivos da existência

de reação cruzada entre as intiminas e estão de acordo com os altos coeficientes de

correlação observados nos níveis de anticorpos tanto de soro como de colostro.

Algumas das amostras utilizadas na formação dos "pools" de três amostras

utilizados nos ensaios de absorção apresentaram altas concentrações de anticorpos
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para várias intiminas (tabela 12), o que tornou difícíl conseguir amostras que fossem

reativas com apenas um tipo de intimina.

Tomando por base os valores dos coeficientes de correlação, realízamos

absorções do "pool" de 100 amostras de soro com as bactérias recombinantes que

expressam os diferentes tipos de intiminas. O objetivo destas absorções fo'j o de

isolar os anticorpos reativos com apenas um tipo de intimina, eliminar os anticorpos

que reagem cruzadamente e avaliar sua capacidade em inibir a adesão de EPEC a

células em cultura.

No entanto, no caso do "pool" de soro, todas as absorções foram muito

eficientes em retirar os anticorpos reativos com todas as intiminas e não foi possível

isolar anticorpos exclusivos para cada tipo (figura 15e tabela 13). Em vista disso,

deeidimos realizar as absorções em preparações de IgA purifieada devide à

disponibilidade de maiores quantidades deste anticorpo e sua alta eficiência na

eapaeidade inibitória da adesão baeteriana em células HEp-2.

Os resultados obtidos destas absorções confirmaram a existência de reação

cruzada entre as intiminas. No caso da absorção com três intiminas, oeorreu

diminuição acentuada da concentração de anticorpos reativos com as intiminas

homólogas às usadas na absorção, mas também ecorreu diminuição da

concentração dos anticorpos reativos com a intimina que não foi usada na absorção.

Este padrão de res~ltado se repeti~ em todas as absorções de IgA (fig~ra 17A e

tabela 14).

A absorção de !gA com apenas com uma bactéria recombinante djmjnuiu

significativamente a concentração de anticorpos reativos com a intimina homóloga.

No entanto, as concentrações de antjeorpos também d.im.i.nuiram para as outras

intiminas. O mesmo aconteceu com as outras absorções individuais, confirmando a

existência de antjcorpos Que reagem cruzadamente com várias intimjnas (figura

178).

Os ens~dos de IB realizados com os materiajs resultantes das absorções

corroboram mais uma vez a existência de reação cruzada na resposta contra as

porções variáveis das três intiminas, pois as absorções seqüenciais foram mais

eficientes em retirar os anticorpos que as absorções com apenas uma delas. O

contrário é observado com a porção conservada, o que era esperado, pois as

seguidas absorções com as intiminas variáveis não foram tão eficientes em reduzir a
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reatividade com a região conservada como foi a absorção com a própria região

conservada, devido à diferença entre estas moléculas.

A intimina é uma proteína fundamental na adesão da bactéria à célula

(HERNANDES et aI., 2008) e vários trabalhos indicam a importância de anticorpos

anti-intimina na inibição da adesão (CAMARAet aI., 1994; CARVALHO et aI., 2005;

COOK et aI., 2007; PALMEIRA et aI., 2006). Com o objetivo de verificar se haveria

especificidade na ínibição da adesão, o passo seguinte foi avaliar a capacidade

inibitória de "pools" de soro, colostro e das preparações de IgA absorvidas, em

ensaios de adesão das três bactérias em células HEp-2 em cultura.

Os ensaios de inibição de adesão reali~ados com as bactérias EPEC

0127:H6, EPEC 0111 :H- e EHEC 0157:H7 e com os vários "pools" de soro e

eolostro eom eoneentração alta ou baixa de antieorpos reativos eom as diferentes

intiminas mostraram que não houve muita diferença na capacidade inibitória destes

"pools".

De maneira geral, as porcentagens de inibição com os "pools" de colostro são

mais altas que eom os "pools" de soro, mesmo utilizando menor volume de eolostro

(25 }!L) em relação ao soro (200 }!L). Observa-se também que independente de qual

"pool" seja utilizado, não existe variação nas porcentagens de inibição, o que

significa que aparentemente não houve relação entre as concentrações de

anticorposanti-intiminas e a capacidade inibitória da adesão.

Este resultado não é surpreendente em primeiro lugar porque os anticorpos

secretores da .classe IgA presentes no colostro são muito .eficientes em inibir a

aderência de microrganismos às células do hospedeiro., sendo esta uma função

fisiol.ógica e primordial de SigA nas sup.erfícies mucosas. As moléculas de IgA

secretória apresentam cadei·as laterais que podem se ligar a adesinas bacteri·anas,

como as fímbrias tipo I, de forma inespecffica, indep.end.entemente da esp.ecifi.cidade

do sítio de ligação com o antígeno, inibindo a adesão bacteriana (WOLD et aI.,

1990). Além disso, o colostro apresenta outros fatores .como oligossacarídeos e

glicoconjugados que podem atuar na inibição da adesão (KUNZ et aI., 1993).

Pelo fato da intimina 13 ser própria da EPEC 0111 :H~, seria de se esperar uma

porcentagem de inibição da adesão desta bactéria mais aJta para o llpoof' formado

com amostras com concentrações altas de anti-v{3 que para os outros "pools".

Entretanto nota-se que essas porcentagens de inibição são altas para todos os
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"pools", especialmente para aqueles com concentrações elevadas de anticorpos

reativos com as porções variáveis de intimina. Isso pode ser atribuído, como foi

mostrado também nos ensaios de IB, à presença de amostras com altos níveis de

anticorpos para várias intiminas.

Ao comparar as porcentagens de inibição da adesão das bactérias, EPEC

0127:H6, EPEC 0111 :H- e EHEC 0157:H7, utilizando diferentes quantidades de

soro, colostro e IgA, observamos que foi necessária uma quantidade maior de soro

que de colostro ou IgA para atingir o mesmo nível de inibição de adesão para as três

bactérias, confirmando que os anticorpos secretores IgA são muito eficientes na

inibição da aderência de microrganismos às células do hospedeiro.

Além disso, as porcentagens de inibição de EPEC 0127:H6 e EHEC 0151:H7

foram mais altas flue de EPEC 0111 :H, ·fato flue foi observado anteriormente por

Palmeira e cols. (2006) que mostrou que apesar de existir equivalência na inibição

da adesão de EPEC 0111 :H- e EHEC 0157:H7 por amostras de colostro, as

porcentagens desta última são um pouco mais altas.

Uma observação relevante nestes ensaios é a diferença entre o "pool" de soro

com concentração baixa anti-va. e anti-conservada com a EPEC 0127:H6: a inibição

pelo "pool" anti-va. é alta e com pouca variação, independente do volume utilizado,

enfluanto que o "pool" anti-conservada tem uma queda da inibição em função do

volume. Este resultado está de acordo com as características das regiões variáveis e

conservada da intimina. Os anticorpos anti-vu reagem especificamente com a região

C-terminal variável da intimina que é a região aonde acontece a ligação da bactéria

com a célula, (FRANKEL et aI., 1994). Assim, a inibiç.ão da adesão por estes

anticorpos será mais eficiente que a inibição pelos anticorpos reativos com a região

conservada, onde apenas uma porção desta região (552 a 657 aa) está exposta

externamente à membrana da bactéria, dificultando assim o acesso dos anticorpos

(LUa et aI., 2000) e além disso, essa seqüência não está envolvida diretamente na

ligação com a célula. Este resultado também foi observado por Lima (2004). em

ensaio com anticorpos policlonais obtidos a partir da inoculação de coelhos com a

região conservada da intimina.

Os ensaios de inibição da adesão com as preparações de IgA purificada

absorvidas com as intiminas mostraram uma vez mais a existência de reação

cruzada na resposta imune contra as intiminas.
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Em conjunto, os resultados de inibição da adesão indicam que mesmo

apresentando concentrações variadas de anticorpos anti-intimina, a atividade

bíológica destes anticorpos é sempre a mesma, índependente do subtipo de

intimina. Amostras de soro ou colostro que contém anticorpos policlonais, como é o

caso de nossos "pools", podem ter atívidadeem diferentes graus sobre as várias

bactérias estudadas.

A presença de anticorpos reativos com diferentes fatores de virulência

característicos da EHEC 0157:H7 como o LPS, que foi detectado previamente

(ZAPATA-QUINTANILLA et aI., 2006) e agora com a intimina y no presente trabalho,

mostra que na nossa população exíste uma proteç,ão contra esta bactéría. TaJvez

seja esse o motivo pelo qual existam tão poucos casos de infecções por EHEC com

complicações como HUS e HC em nosso meio. A detecção destes anticorpos no

colostro humano também mostra que existe uma proteção de mãe para filho, que

está sendo confirmada também pela presença destes anticorpos no sangue de

cordão umbilical de recém nascidos (NUNEZ et aI., 2008).

Nos últimos anos tem sido verificada uma maior freqüência de isolamento de

EPEC atípicas em casos de diarréia no nosso meio (FRANZOLlN et aI., 2005;

REGUA-MANGIA et aI., 2004; RODRIGUES etal., 2004; TRABULSI et aI., 2002).

Sendo a intimina um fator de virulência também das EPEC atípicas, anticorpos anti

intimina podem ser protetores na prevenção de infecções por estas bactérias. Este

fato é particularmente importante se tratando de anticorpos SigA do colostro e leite

humano para a prote,ção dos lactentes.

Anticorpos reativos com fatores de virulência de ~.oolí diarreiogênicas têm

sido detectados por nós e outros autores em mulheres brasileiras e outras partes do

mundo e desempenh·am um importante papel na proteção de recém nascidos contra

gastroenterites infantis (CÂMARA et aI., 1994, CARBONAREet aI., 19.95,

FERNANDES et aI., 2001, LOUREIRO et aI., 1998, NOGUERA-OBENZA et aI., 2003)

PALME:I~A et aI., 2005). A alta concentração de anticorpos anti-íntimina no colostro,

comparada com os anticorpos no soro, pode estar rel·acionada com o efeito protetor

do aleitamento contra a infecção por E:PECem crianças. Após uma previa infecção

intestinal, os linfócitos migram do intestino à glândula mamária devido à integração

do sistema imune comum de mucosas, com a conseqüente formação de anticorpos

SigA que são secretados no leite humano (CARBONARE et aI., 2008).
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Não podemos estar certos de qual seja a origem dos anticorpos reativos com

intimina em indivíduos saudáveis. Muitos animais domésticos e rurais albergam

línhag.ens de ê. calí ou outras bactérias, como Cítrobacter, que também produzem a

lesão AlE e têm a intimina como um importante fator de virulência (AIDAR

UGRINOVICH et aI., 2007, FRANKEL et aI., 199.4). Outras .espécies de bactérias

apresentam antígenos parcialmente homólogos à intimina. Provavelmente, o contato

com estes antígenos pode induzir uma resposta imunológica e despertar a produção

de anticorpos reativos com determinantes antigênicos comuns a várias bactérias,

mesmo no caso de espécies que não são freqüentes no nosso meio.

A detecção de anticorpos SigA no colostro pode ser utili2ada como uma

ferramenta em estudos epidemiológicos, devido à rápida formação destes

anticorpos, e pela alta concentração comparada com a do soro. Alem disso,

anticorpos anti-intimina podem conferir proteção contra as bactérias causadoras de

lesão AlE, sejam elas EPEC típicas, atípicas ou EHEC.

Com o presente trabalho verificamos que a concentração de anticorpos IgG

anti-região conservada da intimina em amostras de soro de adultos saudáveis é

e~evada em comparação com os anticorpos anti~regiões variáveis. Assim que seja

possível estabelecer valores precisos de "cut-off", este fato pode ser aplicado ao

diagnóstico de infecções causadas por E. calí eae~positiva, especialmente em casos

em que a identificaç?io da bactéria nas fezes seja negativa, seja por métodos

bioquímicos ou por biologia molecular. A detecção dos anticorpos anti...região

conservada no soro, pode ser acompanhada da determinação dos anticorpos IgM

anti...LPS, ajudando desta maneira na identificação específica do sorogrupo de E. calí

pelo Qual a infecção no individuo foi produzida,
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-/ Adultos saudáveis da população da Grande São Paulo apresentam anticorpos

séricos e secretores reativos com a região conservada e as regiões variáveis

das íntíminas a, ~ e y.

-/ A pesquisa destes anticorpos só poderá ser aplicada para fins diagnósticos após
o estabelecimento de valores confiáveis de "cut-off'que permitam diferenciar

valores típicos de indjvíduos saudáveis daqueles jndjcativos deinfecçã9 recente

,,/ Os testes de correlação e os resultados obtidos nos ensaios de absorção

indicam que existe reatividade cruzada entre os anticorpos reativos com os

vários tipos de intiminas, o que foi confirmado pelos resultados dos ensaios de

inibição da adesão.

./ Tanto os anticorpos reativos com a região conservada como os reativos com as

regiões variáveis da intimina inibem a adesão das bactérias às células HEp-2.

No entanto, a reatividade cruzada dificultou o isolamento de anticorpos mono

específicos.

./ Em conjunto, os resultados indicam que a nossa população desenvolve uma

imunidade natural, .que pode ser resultante da exposição a linhagens de E. coli

ou outras bactérias presentes no ambiente, que confere uma proteção contra

EHEC, mesmo não sendo esta bactéria tão freqüente como EPEC no nosso

meio.
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The adhesm- íntúnfn is essentíaI fór .attaching and: effã.cíng by pathogens such as EPEG and:

EHEC, and the antigenic pulymorphism of the- Íntimin molecule- determines distinct subtyp-es.

Our aim was- to inves-tigate the presence of IgG and- 19A antibodies- reactive with a, f3 and y

iutim-ins in-semJD-and colostmm.from.healtb)' BJazjJjanadults-. We f-Ound seJic!g.G and

secretory IgA antibodies reactive with conserved and variable- regions of a, IJ and y intimins

and a positíve correlatíon between the concentratíons ofthese antíbodies in both serum and

colustrum that suggested a p-artial cross reactivity among anti-intimÍn antibodies, as was

confirmed by íínmunoblotíngs and absorptíOn-. The concen-tratíon-sofantf-conserved regíon

antibodies were higher-than those of variabte region antihodies. The- presence ofantibodies

reactíve wíth EHEG antígen-s could resuft ITom- dIrect contact wíth EPEGor wíth other

bacteria found in the envi:ronment even though thi:s bacterium i:s not fre-quent in Brazi:l, and

suggests- pos-sib1e protectíon agaínst EHEC.

Intr6d-udion-

EnteropatlIog-eni:c Escherichia coH (EPEC} and emerolIemorrlIagÍc E. coZi (EHEC} are

ímportant causes ofacute gastroenterítís ín numans- (I}. EPEC ís- a feadIng cause ofÚlfàntíle

diarrhea in developing- countries (2), while EHEC produces potentSlIi:ga: toxins- (Stx} and

causes- a variety ofhuman illnesses- such as uncomplicated diarrhea, hemorrhagic colitis- (HC),

hemolyti:c uremic sYl1drome (RUS}, and occasional acute renal f1filure (3; 4). Although: th:e

ser-otype 0157:H7 ís as-sociated wíth sporadic cases-ofdiarrhea Úl Brazil (5), other EHEC

strail1s- SlIch as- ü26:Hll, 0111 :H- and OU 1:H8 have been det-eeted il1-the feces- ofpattents

with non~bloodydiarrhea (6).

EHEC sttains share wíth EPEC tne ability-to induce attach:ing and effacing lesions

(AlE}on human enterocyte membranes. This- property is- conferred by the presence ofthe

enterócyte effácement (LEE) lócus, á cltromósómál páthógenicity islánd th:át encódes várióus

virulence faet'Ürs- s-uch as- the adhes-in intimin, seereted Esps- (E. coli secreted proteins-)-, and Tir

(translocated intimin receptor) proteins (I).

Analys-is Df intimin sequenees from different EPEC and EHEC strains- indieated that

the first 700 amino acids were highly conserved (over 97% identity)~while the C-termina1280

amino- aeids (Int28-0} were variable. The aetive reeeptor-binding s-ite of intirnin resides with-in

the Int280 domain (7). When expressed as an N-terminal fusion with carrier proteins, Int280
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binds direcdy to epithefíaf cells- (7) and ínteracts with both nucleoffn (8)anã íntegrín (9).

Int28úalso binds the LEE-encoded effector protein Tir that connects the extraceHular

óacteríum to the host cel1- cytoskefeton (10;11).

Several different classes of intimin have- heen reported based on pulymorphism within

Int280 ~ the mos-t common ofwhich are a, fl and y (12). Intimin- a is as-soeiated with- the

dístinct evolutionary EPEC Iineage k:nown as EPEC- I; intimin 13 is the most ubiquitous type

and- is found among human and animal pathogens induding EPEC-2, EHEC-2, and

Citrobacter rodentium; while mtimifly is- as-sociated-with EHEC O-l57:H7 and atypíeal EPEC

strains (13).

The early acquisi-tion o-f antibodies reaetive with the EPEC virulenee-associated

factoJS such- as intimin- by liealth-y B:razilian- ch-ildtcn-livIDg. in- cndemic arcas lias pJcviousl)'

been dernonstrated, and these infants exhibited serie and salivary antiw-EPEC antibody

JepeJ-toúes by the eIld ofiliei}: fJJst yeaJ oflife thatis equivaJent to tbose ofnonnaJadtrJts of

the same population- (14). Anti~intimin antibodies in- eolostrum ff{)m B-razilian wornen inhibit

bacterial adhesion- to HEp-Z ceUs,- showing- that breastfeeding can- be an important protection

rnechanism against EPEC (15} and EHEC infections (16) for newboms. Rabbits immunized

with the a, ll, 0, yand E- íntimin proteíns oótained by don-ing d-ifferent regions of the gene e.ae

d-evetoped high antihody leveIs to variahle arrd- corrserved portions of intimin, and- antihodies

against the C-tennmaI regíon o-fthe íntímm- molecule effi-cíent1y reduced EPEC adhesíon to

HEp-2 (17).

The pres€nt study detennmed the concentratíon ofIgO antíõodies- in serum and IgA ín

colostrum that were reactive with conserved and variable regions of intimins U, f3" and y in

h-ealthy adults I-iving in S-ão- Paulo-, B-razi-l. Th-e- evaluation ofpossible cross-rea-cti-ons among

these antibodies rna-y lead to a better understanding. of the origin of the immune response

against EPEC and EHEC, and may suggest how to apply these-results as diagnostic tools.

Materiais an-d Meth-ods

Ruman serum s.amples.-

After obtaining informed consent from the- patients and the- approval of the

institution's ethics committee,- serum sampfes were collected from 200 healthy aduft blood

donors living in various neighborhoods in the- city of São Paulo who demonstrated negative

tests for HIV,- HTLV I/lI,- Hepatitis B and C,- Chagas diseas€-, arui: syphilis.- A serum pool was
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prepared with equaf volumes- ffom 100 samples-, and the total IgG concentratíon onhís- poof

was determined by nephelometry. The remaining 100- samples were analyzed individuaHy.

Ruman- ~(}Iost ..u-m sam-pfes-.

Afier obtaining informed consent from the patients and the approval of the

ínstitutíon~-sethícscommíttee,colostrum samples were collected: from 74 healthy mothers

(aged 20 to 3S--years) living in São- Paulo City. These women were not using any medication

that mfght ínterfere wíth lactatíon, were negatíve for HIV, hepatitís B anã syphHís, and: dId

not present severe infectious dÍseases either during pregnancy or-at the time of colostrum

collectíon. Colostrum samples were oonated between 4& and 12 h afier the delívery ofhealthy

fuH-term newhoms of appropriate gestationaJ age. Samples were- defatted by centrifugation

anã tfie liq-uid phase was stored- as afiquots- at -20°(;. A cofostrum poof. was- prepared with

equal volumes of 20 satnl'tes, and the total concentration of IgA was determine-d b-y capture

-ELfSA us-ing a eommercial standard (SlGMA-Ó633). The remaining 5-4 s-am-ples were

analyzed individuaHy.

A preparation- ofpurifi"ed IgA was- obtamed us-mg s-ampfes-ofhuman colostrum and

mi:lk, as" deS"cribed prevíouS"ly (18).

Baderia-l s-trains- anti ree-Ombinan-t intimins-

K coli M15 transformed bacteria with- th-e recombinant plasmids pFLvu,- pFLvf3~

pFLv-y; and pFLcons were used to produce recombinants. The- transformed hacteria were

provided by the Bacteriology Laboratory ofthe Butantan Institute, São- Paulo, and: were

obtained by cloning. tile eae gen-e~ as descJ:ibed by Lima (l-7)~ lhe Vet.- vfl,- vy (vaJ:iabJe

portions of a, f3" arrd y intimins) and cons (corrserved portiorrs of intimin) protems were

obta-med as fónows-: 5- mI ofan overnight -culture ofthe bacterial strams- grown inL broth

(LB) weJe inoculated into 100 mloíLB suppl~men-tedwith- 5O~g/ID! ampiçilli-.n- an-d25~g/ID!

kanamycin. The- cultures were- incubated for 2 h at 37°C with shaking until attaining optical

densüies(OD}ofO.5 to 0.7 at 600nm. The expresslonofHis-Intla, His-IntIl3-, His-Intly, and

His-Int4a was induced by the addition of 1 mM of isopropyl-13-D-thiogalactopyranoside

(IPTG). After an additional4 h of incubation at 37°C, the- ceHs we-re- harvested by

centrifugatioll,- th-e supematant was discarded~- and th-e pellet was resuspended in 8 ml of

binding- buffer (300 mM NaCI 5D mM N aR -PÜ - 10 mM Imidazol 1 mM PMS-F pH g- 0)- and_ ,2 4, , , _ .

frozen overnight The bacteria- in the culture were lysed: using. a- French Press. The lysate was

centrifuged at 1O~000 g for 30 mm at 4°C, an:d the- supematant was mixed with agarose--Ni

NTA (Qiagen) (4:-1) for r h at 4°C and subsequentry loaded Ínto a prewashed nickel cohnnn.
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Aft€r loadíng wíth the GeUextract, thecolumn was- €tuteá with 4 volumes ofthe washíng

buffer (300 mM NaCl, 5-{) mM NaH2P04, 20 mM Imidazol, pH 8.0). The- bound protein was

eluted four times- with- 500 Jil ofelutiOll buffer {300 mM NaCl-, 50 mM NaH2P04, 250 mM

Imidazol, pH8.0}. The fractions were analyzed by electrophoresis on a 15% polyacrylamide

geL The concentrations of the fInal proteins were detennined by the bicinehoninie method

(l?leJ:ce).

Anti-in-fimin- .3utibodies àetermined by Enzyme-linked immun-osorbent .3ssay.o-

The ELISA teehnique for determ-ining anti~intimin- antibodies in- serum and eolostrum

samples was basedon-Fomsgaard (19), lhe concentrations ofI:gG andI-gAantibodlesreactive

with va, v13, vyand conserved intimin were- frrst determined for the serum and co-lostrum

pooIs- fu relatíon to the total IgG aná 19A Goncentratíons d€termÚled by Gapture ELISA, usfng

the values obtained by nephelometry as standards for IgG and- a commercial standard- for-19A
(SIGMA I-0633). The 100 sera aná 54 -co[ostrum samples were then analyzed índivídlially

for IgG and 19A antibody concentrations reactive with va, vf3, vy and conserved intimin,

taking tlle serum pool as the standard in every plate. The a-ssays were carried out on

mÍGrop1atesGoared: with 10 llg/ml ofeach purifl€d intiminand withappropriated dilutions of

the samp-Ies. Reactions were- visualized with anti-human IgG or19A peroxidase conjugate

(SIgma) on the OPO- (SIgma) suostrate. OD values were measured at 491 nm- (Murtiskan,

Labsystems, Helsinki, Finland). Alt data wa'S submitte-d to statistical analysis:- de-scriptive

statístícs represented -by tlleoox-plot graplls~ varíanGe analysís õetween- différent groups-;

frequency distribut-ions of sampte-s grouped ac-cordmg to antibody leveis;- and Sp-earman

correfation tests-.

Anti-Intimin antibodies determined by Immunoblotting.

Immunoblottin-g (lB) assays- for the deteetion ofIgo. and IgA antibodies- reaetive with

va.. ví3~ 1y and eonse1=Yed weJe peJfonned as pJevÍ-ousLy deseJibed. (14)~ wjth- some

modifications. Afier electrophoresis on 15%-polyacrylamide- ge-l-, the-purified- proteins were

transferred: to nitroce-llulose membranes.- The- strips were then incubated with appropriate

dilutions ofsamples with higll antibod-y concentra-tions as determined by ELISA, or with the

adsorhed: samples,- serum pool OI purifi-ed IgA.- Afier incubation with anti-hutnan IgG or IgM

peroxidase conjugate- (S-igma), reactions were- visualized using the-substrate- in- J,J' 

diaminobenzidine- (Sigma).

Absorptions.
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The serum- pool- and purifi€d IgA w.eFe subm-itred 10 absorptíon wíth Fecom-binant

bacteria as foUows: the recomhinant bacteria were grown and stimulated to bacterial

expressíon with IPTa-; a-fÍ€r narvestmg by centrífugatíon, the p€lIet was resuspended in sefU1TI

or19A purified (1 g hacteriaJml), incubated for 2 h at 37°C and then at 4°C ovemight. Afier

centrífugation aí 4000 g, the supematant was- used in ELISA and IH.

Res-u-lts

IgG and 19A anfjbpdi~s .r~açfiv~ with va,- vj3, vy aBd çpBs~.rv~d- intimjns.

The concentrations of antihodies IgG in serum and 19A in colostrum that were reactive

with va, vj3, vy and conserved intimins as determined by ELISA varied: over a wide range, as

showrr by the- box ptot in Fig. 1. Higher concentratiorrs of IgA anti-intimins were found- in

colostrum than rga- .con.centrations- Úl serum. A.c.cordÚlg 10 statístícal analyses- ofthe serum

samptes, the leveIs of IgG anti-conserved intimin were higher compared to the- other three

groups. The leveIs of anti~va.were higher than anti~vj3 and anti~vy, while the amplitude

variations and- medians ofanti-vj3: and anti-vy activity were similar. The anti-va, vj3~ and

conserved intimin levels were similar in colostrum, with anti-vy intimin leveIs being the

lowest. These results were eonfumed by the frequeney distribution of antibody levels {data

Jlotsho~)y

Comparisons of the coneentrations of anti~intiminantibodies in serum and colostrum

by Spearman's couelation test are summarized in Table L Positive coefficients were f-Ound- in

aU pairs ofdata, but the coefficients among the pairs of19A anti~intimins in co-lostrum were

higher than the coefficients of IgG in serum,- The highest coefficients were observed between

antibodies anti-va and anti-vf3" in serum samp-les and between vf3 and vy; foHowed by anti-va

and anti~vllin eolostrum s-amples-.

Cut-off values for 19-G and IgA antibody con.centrations against the four intimins were

ealculated as the mean pIus two standard deviations. According to- this criterion, among the

100 individual serum samples tested 1%.- 40/0..- 4% and lo/o. were found with- values above the

cut-offfor Ig&anti-intimins va, v{3-, vyand conserved respectively; andamong the 54

.cofostrum sampfes, 4%; 4%, 2% and 6% were found with values- Move file .cut-offfor fgA

anti-intimins va" vf), vy and conserved respectively.

The serum and coIostrum- samples used in the IH assay were chosen based on the

ELISA results. Pools-oftmee sampl€s with high cODCentrations ofanti-va, v~, vyand:

corrserved intimin respectively reacted with aU intimin subtypes. The antibody response-
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against v~ and vy intimin was- represented: fi a single band at 16.5 kDa, and the anti~eonserved

intimin at 33.-6 IDa;- the- va anti-intimin was observed as two bands - one corresponding to

165 kDa and the other near 20.0- kDa (17). The IB pattems were very similar among different

pools, suggestíng antíbody cross-reactlvíty agaínst the four íntímíns. (Fíg 1)

8era and pnrified IgA absorption with re-eombinant baeteria-.

Serial anã individual absorptiDns- with recDmbÚlant bacteria -o{va, v~-, vy and

conserved intimins were perforrned with the serum pool and with a purified 19A preparation.

Antibodies agains-t the four intimins- were determined by ELISA in abs-orbed samples- us-ing

bom the serum pool and the purified 19A (before absorption) as controls. The absorption of

serum- sam-ples was- veryefficient in each case, irres-pective ofwhether it wa-s absorbedonce

o]: in-seúes ('I'abJe 2 and Fig,. 3) - probably due to low aotibody concentrations in- the seIUm.

pooL The preparation ofpurified IgA with high antibody concentrations demon-strated

different results(Table 3" and Fig. 4), however, with the sample absorhed in series with vl3~ vy

and cônserved showíng higher côncentratiôns ôf antibôdies against-va as côlnpared -wíth -vj3,

and vy-~ for example, and when 19A was ab-sorbed only with va itshowed lower concentration

-o{anti-va than v13-, vy, and eonserved-. Similar res-ults- for antib-Odies- v~-, vy, and eonserved

were observed.

DlscussiOD-

The human immunologic res-pon-ses- to EPEC and EHEC infections have been studied

throughout the wo]:ld~ 111- our previous report,- we detected the presence oI anti-EPEC Ol!t;H~

anti~EHEC0157:H7 and anti~EHEC 0111 :H~ antibodies by ELISA in the Brazilian

popuJation- that were 1=eactive with antigen-k bacteúal components p1=esent in- the oute]:

membrane and in other antigenic fractions detected by IH, including a 94 kDa band that m-ight

correspond to intimin- (20),

Intimin-, a virulence factor present in EPEC and EHEC, is responsible for the intimate

adhesion ofbacteria- to cells and for the formation ofAlE iesions, Intimin is highly

immunogenic, and anti-intimin antibodies are- able- to- inhibit bacterial adhesion to- host ceHs

and thus play an important role in protection against infection (12;- 21-24),- The three intimin

subtypes chosen for this study were: (X and f3" intimin, which are characteristic oí typical and

atypical EPEC and prevalent in our population; and intimin- y, which is- present in some strains

ofatypical EPEC as serotypes 055;H(7) and 01 1lac;H(8} (13) and in EHEC 0157;H7 (25

30).
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SefÍe IgG and se.cretory IgA antibodies that are rea.ctÍ-ve with the .conserved and

-variable regions- ofâ, f3- and r intimins-were fuund tu be pres-en'tover a wide range of

eoncentrations in aHDfthe samples analyzed{l-OO- sera and 54-eolDstrum samples from

heallhy Brazilians). There were no statistical differences between the antibody concentrations

reaetive with the different intimins among the colostrums samples. However, serum

concentrations oflgG m:üibodies J:eactive with. the conseJ:VedJ:egion. WeJ:e higheJ: as compaJ:ed

with antibodies reactive with the- variable regions of the- three- intimins,and anti-va antibodies

were higher as-compared- to anti·,.-vt3- and anti:"vy. As- the conserved ifltimin region is- common

to aU subtypes, antibodies reactive with this section of the intimin molecule may be present in

people that have been in contact with any of the intimin subtypes. The main intimin subtypes

det.ected in- Brazil were a, 13~- y, and Õ in isolated typical aruf atypícal EPEC aruf EHEC strains

(28), in addition tu other- subtypes- suc-h as- intímin s-, identified in EHEC 0111 :H38 and

ONT:H19 (31).

The homolog-y between the N-terminal region of intimin and the invasin found in

some strains of Yersinia (such as Y. pseudotuberculo-sis and Y enterocolitica) may leadtothe

pJ:oductio.n- of cJ:oss-J:eacting- m:üibodies (7),.

The conserved regiDn Df intÍmin is immunogenic and the detectiDn Df antibodies

against thjs pJ:ote.i.n-mig.btheJp in- the diagnosis of.E, coli in!ections 1hat pJ:oduce A/E.lesions

but that show negative results in feces culture. Serie antibodies reactive with the conserved

regi-On- of intimin were detected by IB assays in patients with po.siti-ve cultures for EHEC

O 157 in feces, and by ELISA in 36 of60 patients with negative cultures fDr EHEC 0157 but

with.anti-LPS 01.57 antibodies (23), Another appmach was. examined-by Koga.etaL. (32)~

whoobtained a rabbit polyclonalserum against IntJ88-667 that could detect many intimin

subtypes from E. colíserotypes0127:H6(a), 0128:H2 (f3), 0157:Hí(y), ü86:HJ4 (o), and

ül03:H2 (E).

Our results indieated the presence of antibodies reaetive with the variable portions of

a, ~,.and y intiminsínallofthe samples tested. The in.creasing frequency ofiso1atesof

atypical EPEC in Brazít may be responsible for the presence of antibodies reactive with y

intimin (33;34). The high correlations found between antibodies reaetive with different

intim.in- subtypes could be explained by th.e presence of com.mon epitopes among. many

intimin molecules that are recognized by the same antibodies. We found between61.2 and

66.8%of similarity between the fragm.ents- va, vl3.and- vy examin.ed in the present research, in

agreement with other- authors that found homologous sequence-s in various intimin subtypes
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even fn- variabte regfons (3-S). Adu-Bobí€et ar. (11) deterrníned tIle posítíons of-Gommon

imrmrnodominantepit(jpes- in the C-terminal regions- of a and f3 intímins- by- 19A al1tíbody

reactivity in colostrurn samples from Brazilian mothers. This- indicates a cross-reactivity in- the

antibody response among- variable region of different intÍmin subtypes. The use of anti

intimin anti-body leveIs for diagnostic purposes requires the determination ofcut-off values,

prin-cipaUy in geogJ:aphica!region-s where hea1th-y people d"em-onstJ:ate the presence ofnatural

antibodies reactive with- these antigens. We found that only 1--4%-ofthe serum and 2-6%-of

tb-e coJostmm-samples had antibody concentrations above OUJ provisory cut-oííva!ues.

Analyses ofsamples from convalescent patients ofeae-positive E. coli infections are essentia-l

to determine cut-of-fvalues.

IH assays with serum and colostrum have confrrmed cross~rea-ctivity in response to the

four intim-Íns exam-ined- h-ere (Figure 2),- Strong- bands at 16,5KDa-for variable reg-ions~- and:at

33.6 KDa for the conserved region, were- observe-d afte-r re-actions with- j?ools compose-d of

three sera or three colostrum samples with high antibody concentrations (as determined by

ELISA). Some sample-s include-d in the-pools had high conce-ntrations of antibodies against

various intim-Ín types,- so we used:absorption techniques to isolare antibod:ies reactive with

only one- intimin type- and to eliminate cross-reacting antibodies.

The results obtained: using absorption techniques,- serum poofs,- and- purified IgA

confrrmed the existence ofcross-reactions among them, because independent of which

intimin was used for the absorptioll,- th.e concentrations of the- othe-r antibod-ies were a.lso

lowered - confmning once again the- cross-reactivity between the antibodies against the

intim-ins,- especially among variabIe regions.-

We previously identified serie antibodies reaetive with EHEC 0157:H7, and the

present work confirmed- the presence ofantibodies reactive with conserved and variable

portions of intimin in serum and colostrum from Brazilians. Together, these results indicate

tha! protection against this bacterium exists among Brazilian popuilltion, and could explain

the low numbers ofcases ofEHEC 0157:H7 infection with comp-lications like- 008 in th-at

country. We postulate the existence ofprotectionagainst EHEC conferred by contact with

EPEC.

An íncreasíng freq:uell-GY ofatypicaI EPEC in cases ofdiarrhea MS been reported in

Brazil in reeent years (13; 36-38). As intimin is a virulence factor of typical and atypieal

EPEC, anti-intiminantibodíesmay pIay a role inpreventing infectionsby these bacterÍa

(espeeial1y 8IgA antibodies in colostrum anel human rnilk that would- proteet nursing infants).

In fàct, the high concentratfon ofantí-rnthninantibodíes- in- cofustruni as -Gompared to serum
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might be re1ared to the protective effect ofbreastfeedíng agaillst EPEC illfection-s. The

detection of higher corrcentrations of19A in colostrum as compared to- serum might be useful

in- epidemiologíc studies; because lymphocytes- migrare from the intestine to mammalian

glarrdules through the common muc-osa immune system afier a previous intestinal infection,

leadíllg to the formatioll ofSlgA an-tibodies- that are ddivered to the mill< (3"9)-.

The- present work found that the concentration of IgG antibodies against the anti

conserved regíon ofTntílnín in- serum samples- from healthy acfults is hígh incomparison wiíh

antibody leveis against the anti-variable regions - demorrstrating that the conserved region is

ÚDmunogen-ic. The presence ofthese an-übodIes-could be ofdfagnostíc value for eae-poshíve

E. coZi infection, eSl1ecially when the- identitication of the- bacteria in feces by biochemical or

molecular -biological methods faíTs-. Once reHaõle cut-offvalues-are esta:bTished, the detection

of senc antibodie-s -re-active with the- conse-rved -regrOIT ofintimin could be- accompanied by

fgM anti-LPS assays-, alfowillg the specific identification ofthe E. coll serotypes-.

Although we can: not be- certain about the origin of the antibüdies reactive with EPEC

andEflEC vúulence factors- in healthy people, contact willi straÍns-ofeae-posítive 1Z. cofi

from the environment, animaIs, or-food may Ieadto an immune- response and th:e developmeni

ofprotection agaifl-st further iflfections-.

References-

1.- Kaper JB-, Nataro JP, Mobfey HL. Pathogeníc Escherichía coH Nat Rev Mícrobiol
2004;2:123-140.

z. Chen HH, Frankel G. Enteropathogenic Escherichia colí: unraveling pathogenesis.
FEMS Mícrobiol Rev 200S;29:83-9s'

J. Beutin L. Emerging enterohaemorrhagic Escherichia eoli, causes and effects of the
1:' f hum n_ tben. J V t Med B Infect Di V t P btic He ltli20-06'53 :29-9:.305._J-Seo_ ª K_pa __-Og __, e s _e _u ª .____ __.

4. Thorpe CM. Shiga toxin~prod-ucmg Es-cherichia coll mfectíon. Clm Infect Dis
2004;38:129E-1303-.

5~- Irino K, Vaz TM,- Kato MA,- Naves ZV,- Lara RR;- Marco ME,- Rocha MM,- Moreira
TP, Gomes- TA, Guth BE. 0157:H7 Shiga toxin-producing Escherichia- colí s-trains
associated with sl10radic cases of diarrhea in São Pauto, Brazit Emerg Infect Dis
2002;-8:446-7,-

6-. Vaz TMI, Irino- K, Kato MAMF, Dias AMG, Gomes TAT, Medeiros MIe, Rocha
MMM, Guth BEC. Virolence pmpertie-s- and characteristics- of 8higa tox-m-produdng
Escherichià colí in São Paulo, from- 1976 through 19"99. J Clin Microbiol
2004;42:903--5.



Anexos 112

í.- Frankel G, Candy DC, Ev.erest P, Dougan G. CharaGterization of the C-terminal
domains of intimin-like proteins of enteropathogenic and enterohemorrhagic
Escherichia coZi, Citrobacter freundii, and Hafnia alvei. Infectlmmun 1994;62:1835
42.

8-. Sinclair]F, o-'brien AD. CeH surface-localized nucleolin is a eukaryotic receptor for
the adhesin intimin-gamma of enterohemorrhagic Escherichia coli 0157:H7. J Biol
Chem 1001;111:1816-85.

~. Frankel G, Lider O~ Hershkoviz R, Mould- AP, Kachalsky 8G, Candy DC, Cahalon L,
Humphúes MJ. Dougan 0.- lhe cel1-biudiug. domain o!iJltiminfi:om- emeJopath-ogeJlic
Es-cnerichiacoli bÚlds to betal ÚltegrÚls-. rBioI Chem 1-996;111:10359-64.

l()-. Kenny B, Devinney R, 8tein M, Reinscheid- Dl, Frey EA, Finlay BB.
Enteropatn.ogenic E coli (EPEC) tIansfers its receptor for intimate adnerence into
mammalíancells-. Ceu 1997;91:5ll-~20.

11. Mundy R, 8chüUer 8, Oirard F, Fairbrother IM, PhiUips AD~ Frankel O. Functional
studies of intimin in vivo and- ex vivo;- implications for host specificity and- tissue
tf{)pism. Microbiology 2007;153:959-67.

12. Adu-Bob-re J, FrankelO, Bain C, Ooncalves AO, T-rabulsÍ LR, Douce G, K:nutton 8,
Dougan G. Detectíon ofíntímffis- a, ~-, y aná 5, [oU[ rntimm- defivatíves- expressed oy
att-aching and effacing microbi-al path-ogens. J Clin Microbi-ol1998;3-6-:6-62-8.

ll~ Tmbulsi- !R.- KeUeJ R". Gomes !_A!r !ypical and atypical eJlteJopathogeJüc
Escnericnia-eofi. Emerg Infect Dis-1002; 8:508-13.

14. Carbonare CB, Carbonare- 8B, Carneiro-Sampaio MM8. Early acquisition ofserum
and saliva antibodies reactive to enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) viru-ience
as-sociated- proteins- by infant living in an endemie area. Ped-iatr AHergy Immunol
2003;14:222-8.

15~ Carneiro-Sampaio MMS,- Silva MLM,- Carbonare SR, PaJme-ira P~- Delneri MT,
H-onório AC, Trabul-si LR. Bl'east~feed-ing protection agains-t enteropathogenie
Escherichia coZi. Rev Microbiol199ô;27~120:..5.

16~ Palmeira P, Carbonare SE, Amaral JÁ,- Tino-De-Franco M, Carmeiro-Sampa-io MMS.
Colostrum trorn healthy B-razilian women inh-ibits adhesion and contains 19A
antibodie-s reactivity with 8higa -toxin-producing Esche'tíehia c(JH. Eur J Pedíatr
1005;164:J1~3.

17. Lima FA. Immunogenicity study of intirnin from enteropathogenic Escherichia coli
[in Portuguesel. São Pauto (SP) Department of Biology- of Relationship Pathogen
Guest, Instítute ofHioffiedícal Scíen~es, USP, Brazil;2004.

18-. Carbonare- CR, Carbonare SR, Carneiro--Sampaio- MM. Secretory immunoglobulin A
obtained from pooled hurnan colostrum and rnilk for oral passive immunization.
Pediatr AIrergy ImmunoI. 2005;16:574-81.

19-. Fomsgaard, A. Antibodies to- lipop-osysaccharides: some diagnostic and- protective
aspeçt, APMlS Supp11990-;98:5 - 38.



Anexos 113-

20.- Zapata-QuíntanílTa LB-, Pafmefra P, Tino-De-Franco M, Amaral JA, Carbonare CU,
Carbonare- S-B-. S-yste-mic anti-body resj?onse- to- diarrheagenic Escherichia coli and LPS
0111, 0157 and 055 in healthy Brãzilian adults. Scand J ImmunoI2006;64:-661-7.

21. Oswalâ E, Shm-idt H, Morabíto S, K.arch H, Marches- 0, Capriolí A. Typíng ofintúnfu
genes in human and animal enterohemorrhagic and- enteropathogenic E.coli:
characterization of a new intimina variant. Infect Immun 2000;68:64-71.

22. Levine MM". E.coU that cause -díarrhea: enterotoxígenic, enteropathogenic, entero
invasive, enterohemorrhagic, and enteroadherent. J Infect Dis 1997;155:3-77-89.

2:J.. Jenkins C.- Cbart H.- Smith- HR.- Hal11and E4 Batchelor ~- D-elabay RM.- D"ougan- G~

Frankel G. Antihody response of patitmts- ínfected with verocytotoxm-producmg
Escherichia- coli to protein antigens encoded on the LEE locus. J Med Microbiol
2000~49;9T·lO L

24. Loureiro- I, Frankel G, Adu--Bobie 1-, Dougan G, Trabuls-i LR, Carneiro-Sampaio
MM8. Human colostrums contems IgA antibudies reactive to enterop-athogenic
Escherichia coli virulence-associated: proteins; Intimin,- RfpA,- EspA and EspR- J
Pediatr Gas-troenterol Nutr 199-8-;27: 166--71.

25. Bastos FC, Vaz TM, lrino K, Guth BE. Phenoty-prc characterist-ics, virulence- -plofite
and genetic relatedness of 0157 Shiga toxin-producing Escherfchfa colí isolated in
B-razil and other Latin American countries. FEMS- Micf{)biol Lett 2006-;26-5 :89-97.

26. Donnenberg MS, Tzipori S, Mckee ML, O'brien Ao", Alroy J, Kaper JH. The role of
the eae gene ofenterohemorrhagic Escherfchía colf m- intímate attachment in vítro.and
in a poreine modeL J Clin Invest 1993-;92: 1418--24.

27. Guth BEC, De Souza RL, Vaz TM, Irino K. First Shiga tóxin-próducing Escherichia
coli isolare ITom a patíent wíth hemol)rtÍG uremíc syndrome, B-razíT. Einerg In-fect Ois
2002;8:53-5-6-.

21t Gomes TA, Irino K, Girão DM, Oirão VB, Guth BE, Vaz TM, Moreira FC, Chinarelti
SR, Víerra MA. Emergi-ngenteropatnogenic EscherÍchía cofr straíns1 Emerg Infect Dís
2004;10:1851-5.

Z".Hicks S.- EJankeJ: G.. KapeJ JB-.- Dougan- G.- l?hillips ADr Role oI- iDtimill- and bundJe
(ormíng pili in- en-teropathogeniC Eschericnia coTi adhes-ion to pedíatríc i-ntesti-nal tis-sue
invitro. Infect Immun 1998;66:15-70'-78.

31J,. PhiUips AD~- Navabpour S.- Hicks S.- Dougan G,- Wallis T,- FrankeI Q,
Enterohaemorrhagic Escherichia coli O-l57:H7 target Peyer's- pat-ches- in humans- and
cause attaching/effacing lesions in both human and bovine- intestine-. Gut
2000~-47;J7T-8L

3-1. Nunes EB-, S-aridakis- HO, Irmo K, Pelayo JS-. Genotypic and phenotypic
characterization of attaching and effacing Escherichia- coli (AEEC} isolated from
children with and without diarrhoea in Londrina, RraziL- J Med MicrobioI
2003-;52 :4-99-504-.



A-nfitxos 114

31.. Koga PC, Menezes- CA, Lima AF, Nara JM, Magalhães CA, Ciancíarulfu AM,
Ferreira-Júnior JMC, Trabulsi LR, Mtmd-es-Ledesm-a MRB-, Piazza RM. Polyclonal
anti-intimin ãntibody: immunologicãl chãrãcterizãtion ãnd its ífse in EPEC ãnd EHEC
dIagnosís. Brazílían J Mícrobío1100J;34:5-1.

3-3-. Araujo 1M, Tabare-Hi-GF, Aranda KR, Fabbrieotti SR, Fagundes-Neto D, Mendes eM,
Sealetsky rc. Typical enteroaggregative and atypical enteropathogenic types of
Escherichia coli are the most prevalent díarrhea-assocfated pathotypes among
Brazilian children. J Clin Microbio1200?;5-:3-3-96-9-.

3~Buerjs V.- SirçjJj.Ml?~ TaddeiCR-Dos Santos MF..franzolin-M:R.-MartinezMB,Een:er
SR, Barreto ML, TrabuIsi LR. Detecti"on of díarrheageníe Eseherichia coli :from
children with and- without diarrhea in Salvador, Bahia, BraziL Mem Inst Oswaldo Cruz
2007;J01;839~44_.

35. Zhang WL, Kohler D, Oswald E, Beutm L, Kareh H, Morabito S-, Caprioli A,
8uerbaum 8, 8chmidt H. Genetic- Diversity of Intimin Genes of Attaching and
EffacingEscherichia coli Strains.J Clín Microbio1200Z;40A486-92..

36. Franzolin MR, Alves- RC, KeHer R, Gomes- TA, Beutin L, Barreto ML, Milroy C,
8trina A, Ribeiro H, Trabulsi LR. Prevalence of diarrheagenic Escherichia calí in
children with diarrhea in SalvadOr~- Bahia,- BraziL Mem Inst OswaldO Cruz
2005;100:359--63-.

37. Re-gua-Mangia AR, Gomes- TAT, Vieira MAM, Andrade JRC, Irmo K, Teixeira LM.
Frequency and characíeristics of diarrhoeagenic EscheriChfa- coli strains isolated from
children with and wi-thout diarrhoea- in Rio-de Janeiro; Brazil- J Infection 2004;48-: l6-l~
7.

JK- Rodrigues J, Thomazíni CM, Morem A, d€ Batista Gc. Reduced etíologí.Gal role for
enteropathoge-nie Escherichia coli in cases of diarrh-ea in- B-razil-ian infants. J Clin
Micrúbiol. 2004;42:398-400-.

39.- Noguera-Obenza M, Ochoa TJ, Gomez HF, Guerrero ML, Herrera-Insua I, Morrow
AL, RUÍZ-Palacios G, Piekering LK, Guzman CA, Cleary TG. Ruman milk secretory
antibodies against attaehing and effaeing Escherichia coZi antigens. Emerg lnfeet Dis
200-3;9:545-551.



va-I _E 	60`I I _E 	ES".£1 	/£'56 i 	suw1,11AA _FJCPSC[9.  VB1 - VS 

SO.0  

LVO 

01,-..8S lir 	179.6 1- 	Z91717 I 

8:.E -E 

Z19 

61"Z E 	O 

8- 'O  

itA iplAk paglosqu V*I .€S 

dA IRIAA Pagosqu V*I - ZS 
pagioscre vI  - is 

IA pile .5JA •73A glya.pOqicosqg VÉ1 1721 

moa pire dA 19A IMAA Pagiosqu VAI - -E21 
E 	-suco pile IA MA njTM fra(POSCff Vái 

4.• 	
suou pun LA 	.pa q' o s qe \MI - 

8G.L8 
	

68.L8 
	

t9" 1Z  E 	 

8S.L9 
	

176.-g5 	-98"SZ 

ZÇ'Z€ 

-6S17 

LS*9 

¡ 
€9'9E 

EC.0 E 

SO.L€  

9,E.Z E 

wo 

99'GS-1 17C-SI t 	fl 	uogeLiosge aJajaq v2T •-ox 

IA-p11 E 10A-111Ie- qualuivai1 s1105-- 1-tr 

-(lur/ãrf)-guop-uajuaawra ifpogguy saghues pauputtd vi 

.01011) egapect lueinquional imek nopliosge 
nue pue.augaq v21 paggnd jo ysng pannuialap pamasuoa .pue L& 'DA Rquigul-Ruu 

9Z*0 	60'0 	IWG 
	

%TO 	iplAt iraeposge pod umas • £d 

O E 	£0..0 E 	90'0 E 
	

10.0 
	Stílii püt 15A-11l A pâqscigge rood ninsaS Zd 

   

170.0 	1-jA pile 10A 111.1AA pactiossie To °si 'umas • 1d ZO.0 	-90.0 E 	170'0 E 

'VS LS'I 	9-C1 
	WW 	W 	...................................... 

Z 	uogdioscre aiojaq Tood malas •od 

ÂA S1103-91114 'DA 

-Ruo -nue 

•Cluiriri) eliapeq lurnIquionai wAA uai dioscre 
latiu pus _aJospq Tood mias ui vsng4q pauumalap paAnsuCYJ pire ÁA `,A 'DA giqUIR111-9118 FJ I  .z agrei 

laAn_aaunguoa %ç6 ,anteA-d 

sues gA  

	

((Joon) 
	

(6100.0) 

	

€S #79'O 
	

9Z UI 
(0000.0) 

S6 EL' O 

(0000A 
sIttro 

(II700.0) 
S88-Z'O 

-(000TO 
Z695-0 

(0000.0) 
ZZ-917.0 

-5110a X gA 

RA g  d 

St103 X 

(0000' 4). 
'Esc()  

(0000•o) í 
88 €8'0 

(000(R)) 
çei7s'o 

IÇA X 10A 

(0000•G) 
Kw1) 

dA X DA 

(ecoo)) 

,U) 
Iunilsotaa — v2i malas — 

saglognum 
li1tEIRIEf4j111( 

•Isal uomanoasfflumads 
Atunt.usequa pile -ulmos -u! salpottpue -uuullumlut luazainp jo sueguumouoa ja suos!nduura -TE aiqui 

-snq2J., 

SOXOUly 



Anexos 116

Ã.-
2.0

B.

1.5

Ô

o

o

j

~
~ 10

~ ~
S

~
o

~~
..

~ 0.5

...

Jg 2

~.

e

= 0.0

.o.

e

'lO

i
f 1

8 -0.5

"'-u

-
O

e.o O

-1.0 6

O

O

·vo: -vil·
-1

"y COAS y~. vil

Anti;liltiinlil

vy. ÇOJ)$

Anti-intimin

Fignr.e L Comp.arisons hetween .antíbodY responses IgG(A)m100 serum sam.pwsand IgA (B)m54.colostrum
samples against va, v~; vy and conserv.ed asdetect.ed by ELISA. Box plots: black cirdes indicate the mean, the
soliâlifie withinthe box 1S the median, the top andbottomsoliâ linesofthe boxrepresent the 75thand-25th
p_er.centíles, the-short 11"nes olltsÍéfe tfte. top.and the-Dottomofthe-DOX represent f.lie 1llghestand the-lowest vafues
respectívely.- whíle whíte- círclesare díscrepant values,-

I.

94

67 

43·-

30-

201-.ililI...

14.4 --

11.

94··
67 --

43 _.

30--

20.1-·

14.4-

12345123451234512345

A B C O

12345123451234512345

A B C O

Figure 2". I IH with (A) va, (B) vf3, (C) vy and (D) conserved~ I Sera diluted 1: 10 ando anti-human IgG peroxidase
conjugate díluted 1:200. li Colostrum diluted t :50 and anti-human IgA peroxidase conjugate díluted t :500~ 1
serurn: póól fOITlled by 100 Sártlples (I), cólostrum pool fórrtíed by 54 samples (lI), 2, 3, 4 and 5 póóls fórrtled by
three samples with the highest antibody concentrations of anti-va, vJ3, vyand cons respectively. Molecular
weight standards on the left.

t

67-

43·· -

30 --

20.1-

14.4 -

lL
94 -

67 -

43 -

30·-

20.1··•
14.4_1

'1'1

PO Pl PO Pl P2 P3 PO P3 RO Rl S1 RO R252 RO R3 53 RO R4 S4

A B c A s c o

Figure 3~ I IB- with(A) VeJ:, (B} vJ3, and (C) conserved. Seradiluted I:10and anti~human IgG peroxidase
conjugatediluted 1:200; PDserumpool not absorbed~ PI- serumpool absorbedwithva- andv~, P2 seru.mpool
absorbed with va-and conserved; and P3- serum pool absorbed with v~. li . IB with (A)vcc, (B) v~, (C) vyand
{D}conserved. Purified IgA diluted 1:5D-and anti-human IgA peroxidaseconjugate-diluted 1:500; RD IgA
purified not absorbed-. RI - IgA absorbed- with v{3", vyand conserved; R2 - IgA absorbed with V<x, vyand
conserved~R3 - IgA absorlred with va, vf3 alld cons; R4 - IgA alrsorbed with va, v{3and cons; 81 - IgA alrsorlred
wíth -va; S2 - IgA absoroêdwíth -vf3"; S3 - IgA a:bsoroêd with -vy; S4 - IgA a:bsoroêd-with cóliS. Mólecularweigltr
standards OtI the left.



Anexos 11-7

RELAÇÃO DE REAGENTES UilL1ZADOS:

MEIO DE CULTURA PARA BACTÉRIAS-

40g

1000mLÁgua destilada

Autoclavar por 15minutos-8 121
9e-, distribuir emplacas-de petfiestéreis-.

M~iO sólido para bactérias

(TryptrcSoy Agar OXDld- CMf31)

Meio TSA desidratado

30-g

1000mLÁgua- destilada

_ . . °
Autoc1avar por 15- minutos a 121 C, distribuir em tubos ou frascos- estéreis.

Meto- liquido p-ara bac-téTia-s (T58)

(Tryptie Soy B:roth Dífeo 0370:..17)

MeloTSB- deSidratado

Meio- Líquido para bactérias- (BHI)

(Brain and Hearf lnfusion Difco 003T·17)

Meio BHl des1dratado 37 9

Água destilada- 1000 ml

Autoclavar por 15minutosa-121°C, distribuir em tubos ou frascos estéreíS.

REAGENTES PARA ElETROf'ORESE DE DNA EM GEl DE AGAROSE-

Tampão TBE 11O-Xl

Tris-base (Sigma)

Âcido bórtco

EDTA (0.5 M) pH 1.9 (Sigma)

216g

n:Og

aUrnL

Armazenar em temperatura ambiente



Aooxos

REAGENTES PARA- PURIFICAÇÃO DA INTIM1NA

Sofução de Use

118

NaCI (Reagen)

NaH2P04-(Q:uee.l)

imidazol

PMSf {Sigma}

Água destilada q.s.p-.

Ajustar para pH 8-. O. Armazenar na geladeira.

Tampão de-Iavagem-

N:acr (Reagen)

NaH2P04 (Queel)

lmidazoJ

Agua destilada q,S..p..

Ajustarpara pH 8.0. Arma-zenarn-a geladeira.

Tampão de eJ:yjção

NaCI- (Reag:en-)

NaH PO IQueel)-2J 4 \

irnidazol

Ajustar parapH8.0. Armazenar nageladeira.

300mM

SOmM

10mM

1mM

tQ-mL

300mM

5DmM

20mM

10ml-

300mM

SOmM

250mM
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REAGENTES PARA- EUSA

Tampão- caeFbonato bicaeFbonato-

Bicarbonato de sódio (ECTBRA SO-G7)

Carbonato de sódio anidro ($ynth Ct010.01 A-F)

Água destilada q.s.p:

Acertar 0- pH para 9,0. Guardar em ge1adeira.

Tampão PBS- pH 7A:

fosfato bibásico de sódio anidro (8ynth F1033.01. AG)

Cloreto de sódio (Merck 1.06404.1000)

Agua destilada q.s-.p..

Acertar -o pH 7,4com HCI6N-.

Tampão- Para Bloq:ueio

leite em pó desnatado

PBS7,4 q.s.p.

Tampão Para Dilmç-ão das Amostras e do Conjugado

leite-em- pó- desnatado

Cloreto de sódio (Reagen)

Tweeli 20 (Sigma P 1379)

PBS7,4

Tampão-de-lavagem

Tween 20 (Sigma P- f3i9)

PBS7,4

Tampão- Citrato- Fosfato

Ácido cítrico (Reagen)

Fosfato de sódio bibásico (Qeel)

Agua destilada q.S.p.

_Acertar o pH para 5,0:.

Separar em alíquotas- de- 1.00 mL e guardar .congeladO.

7,6629

0,923g

1000ml

17,91 9

8,89

100CJmL

5g

toOml

5g-

2g:

0-,2 rtiL

HJOmL

O-,5mL

1000ml

7,4fl

9-,9-g

1000ml



Anexos

Solução de Substrato com OPD

Q:-Ptrenylenedia-rrrine Oihydmchtoride (Sigma P 8287)

Tampão citrato fosfato

Perhydrol- 30% (Merck 7209)

REAGENTESP-ARA-SDS-PAGE

Solução de-SOS-1-0%

Sodium dOdecyl suJfate (Sigma L-37ft)

Água destilada e desmineralizada q.s-.p.

10mg

Z5mL

5 !Xl

1{) 9

100mL

120

Soluç-ã-o de Ac-rHamida 3'0%

_Acrilam.ida (Plus one 17-t-30Z-01) 309

N,N':'methyleme-bls-acrylamlde (Sigma M 7256) 0,8g

Ácguadestilada edesmineralizadaq.s-.p. 100mL

Filtrar em papel de filtro- Whatman e conservar em frasco escuro-, a- 4óC.

Tampão Tris-HCl pH 8-~8- 1~5M:

Trtzma base (Sigma T 1503)

Água- destHada e-desmlneraHzada q.s.p.

Ajustar o pHpara 8,8 comHC15M.

Tampão Trfs--HCI pH 6l a 015M

Trizma base (Sigma T 1503)

Agua- {destilada- e desmineralizada}

Ajustar o- pH para 6,8 c-om HCI5M.

S.oJuçâoD

Trizmabase-(Sigma T 1503}

8olução de 8D8 20%

Agua: destilada e desmineralizada: q.s.p.

Ajustar o pH para õ,a com Hel6N.

27,259

150ml

6g

100mL

6;069

2mL

100mL
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Solução de P-eJ'sulfato de Amõnío

Persulfato de amônio (8io - Rand 16t-0700)

Água- desWada e- desm1neraJizada q.s.p.
__ . .. __ '. _ _ _ _ _ -o _

Dividir em alíquotas-de 100j.lle guardar a -20 C.

0,2g

2ml

Prep-al'O Do Ge1" De- Acrilamtda a-15%

Montar um sanduíche de placas de vidro perfeitamente Jimpas e com os espaçadores

bem ajustados-, testandO. com água para verificar se não há vazamentos-o Colocar o gef

preparado na concentração desejada, segundo os e-xemplos da ta~a, nesta ordem:

Água bidestHada

Solução Acrilamjda 30%

Tampão Trís-HCr a,a
Glicerol

8DS10%

P-ersu1fato de AmônJo

TEMED*

2,5ml

5mL

2mL

O,5ml

100 J.!l

55 j.il

ep;l

*TEMED= n,n,N",W-tetra-methyJethylemedíamine (Sigma- T~92g1)

Após polimerização- do geJ de corrida, colocar gel de-apHcação de amostra (GeJ

Stacking), preparado l1a proporção:

Água bideslilada

Sol. Acrilamida 30%

Tampão Trís-HGI 6,8

SOS 10%

Persulfato de amônjo

TEMED

3,75mL

630p;l

63Cl l-ll

5O}il

40- JJ-L

5JlL

Colocarcoidadosamente o pente, que serâ retirado após a polimerízação, para aplicação

das amostras e- do padrão de peso mofecular (CaJjbrafíon IdI for molecular weJg.ht

determination, Pharmada).
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Tampão de Amostra

Soluçã-oO

S·olução de SDS 20%

Glicerof 99% (Synth G1005j

EDTA O, 1M (Merck 702121)

Água (destilada e desmineraiizada) q.s.p-.

Solução de Azul de Bromofenol

Azul de bromofenol- (Sigma B-5525)

Água destilada

Preparo da- Amostra

Amostra (conteúdo· de protelnas)

t3-mercaptoetanol- (S1gma M 7157)

Solução de azul de· bromofenol

Tampão de amostra q.s.p.

2,5ml

2,5mL

2,OmL

O,1mL

18,S·mL

2g

100mL

10a20p;g:

5~LL-

2 j.!L

200j.!L

122

Tampão de Corrída· pH 8-,3- (SoL .estoque, .5 vezes concentrado)-

Trizma- base (S:igma- T 1503} 15g

L-Glidna 72g

Sod~um dodecyl s-ulfate- (Sigma L-3771) 5g

Água destilada e desmineralizada q.s.p. 1000mL

Ajustar o pH para 8,3, guardar a 4oC.No momento do uso diluir1:5 em água destilada.

ColOração com Coomassíe

Solução- Fixadora-

Metanol (Merck 21566)

Ácido acétícô glacial" (Reagem)

Agua destilf:u::la e desmineralJ:zada

Corante- de- Coomassie 8tue-

Coomassie Brillant Blue R-250 (Sigma B 0149)

Solução fixadora

500-mL

100mL

400mL

O;2g

rOOmL
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Solução Descoranfe

Metanol- (Merck 21566)

Ácido acético- glacial- (8ynth 3031:0)

Água de-stilada e- desmineralizada

100mL

70mL

830-ml

123

Após- a corriGia e\etroforética, .desmontar o sanduíche de- placas, retirar culdadosamente- com

uma- espátula- ()- gel de aplicação da amostra- e colocar o gel- decorrida- em cuba- de vidro

contendo solução fixadora. Deixar em agitação por pelo menos ao minutos. Retirar a

S"oluç-ã-o fixadora-, col-ocar o corante e deixaT em agitação ~orpel-o menos" 30 minutoS". Retirar

o corante e colocar a- solução descorante, Deixar em agitação, trocando várias vezes o

des.corante até c1areamento do fundo- e evídenciação das-bandas,

REAGENTES PARA "IMMUNOBlOTTlNG"

Tampão- de- Transferência

Trizma base (Sigma T 1503-110)

GlicilTcl" (Ajinomoto)

Metano! (Merck-Z1566)

Água- destflada- q.S.p-.

Corante de- Ponceau Para- Nitroce-Iulose

Ponceau S (CJ.27195)

Ácido acético glacial (Synth 3"0"310)

Água destilada q.s.p.

Tamp-ã-o Trts--SalinaO~tM p-H7,4

Trizma base (Sigma T 150311 Ol

Cloreto de. sódk> (Merck L06404.1000)

Água des-tiladaq.s.p.

**Acertar o pH para 7,4 com Hei

Tampão Trjs-S"aJina- 0-,0-114 pH7,4

Tampão tríssallna- O, tM

Agua destilada q.s.p.

3,03g

14,41 g

200-mL

1000ml

0-,5 9

1mL.

100ml

24;20g

29,22- g

1000mL

100ml

1000ml
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Tampão de SJoqueío

Tampão tris- salina O,OtM

Leite-em pá-desnatado

Tampão de OUuição d~ Amostras e C-onjugad<>

Tampão tris sanna O,01M

leite em pódesnatado

Tween 20 (Sigma P 1379)

Tampão de La-vagem

Tampão tris salina O,01M

Tween 20 (Sigma- P 1379)

Tampão Tris OpsM:

Tampão tris- sajina 0-, 1M

Água destilada q.s.p.

S-ubsfra.to com- Oiamlnobenzldina
3,3'~OíaminobenzídJna (Sígma O S637)

Tampão Tris- 0,05M

Perhidrol30% (am de liq 77)

100mL

5g

fOOml

1-0g

O;OSmL

1000ml

1mL

250mL

1000mL

20mg

40ml

100lll

124

REAGENTES- PARA CULTURA DE CÉLULAS

A ágtfa utilizada para a preparação de todos os reagentes para culturas celulareS deve ser

desmíneraJIzada, desfilada e filtrada em- Mmj~O.

Meio- DMEM-:

Meio DMEM (Sigrrra- O 5648) 13,4 9

Bícarbonato de sódío (Sígma- S 756-n 3J 9

.Água q.s.p-. 1000 ml

Filtrar dentro de câmara de fluxo laminar, utilizando pré~fHtro e filtro MiHipore de O,22p;m,

para- frascos esterilizados.
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Solução de L ..GIUfamfna

L-gJlItam~na (S~maG 5763)

Água q.s.p-.

filtrar em MiHipore, guardar em alíquotas a -20°C.

No momento do uso, diluir 1:100 no meio d~ cultura.

Solução de D·Manose:

D-(+} manose (Sigma M 4625)

Águaq.s.p.

Esterilizar por autoclavação em vapor fluente.

Solução- de- vermelho- de fenol:

Vermelho de fenoi (Nuclear)

Ágnaq.s.p.

Meio- .com SfB 10-%e antibióti.copara- repjq-ue de .células-:

MeioDMEM

SOTO- fetal bovino {CuUilab}

Solução de L-gfutamina-

Solução de genfamíCfna- 50 mg/mL (Sigma- G-1397)

Meio- para ensaios de- adesão:

MeioOMEM

Soro fetal bovino (Cultilab)

Solução de L-glütamfna

Solução de- D~manose-10%

2,92g

100ml

1D-g

100mL

19
100ml

100mL

10mt

1mL

O,1mL

100ml

ZmJ:.

1mL

10ml

S-olu-Ção dé trlpsina:-

Tripsína- 1250 (Sigma- T (646) Z,O 9

PBS para células- 50ml

Dissolver em banho de gelo, em agitador ma9nét~co por 3- horas. Filtrar em papel- de f~ltro.
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SoJução de versene (EDiA):

EthyJenediamine-tetracetic acid (Sigma E-6758}

PBS para c~tJ~as

O,2g

lOml

S-ofução de ATV:

Solução de fripsína 50 ml

Solução de versene 10 ml

Solução de vermelho de fenoI 1,-5 mL

PBS para células q~s.p-. 1000 ml

Acertar o pH 7,5-7~6 com hidróxido de sódio iN, esteri1izar por filtração e guardar em

allquotas de mo mL

Solução- de Bicarb-onato de Sódio-~

(Para ajuste de pH de meios e soluções para células)

Bicarbonato- de sódio (Sigma S i561)

Água q.s-.p.

2,8g

100ml

PBS para Célufa-s- (J()- vezes- eoncentradoJ:-

Cloreto de sódio (Reagen) ao 9

Cloreto de potássio (NUclear) .3 9

Fos-fato bibás-ico de- sódio anidro- (Qeel) 0,73g

Fosfato monobásicodepotássio- (Qeel) 0,209

Q:-glucose anidra (Nuclear) 20 9

Água q,s.p, roDO mL

Separarem alíquotas de 100 a 200mL e guardar congelado. Para uso, dUufr 1:mem água,

adicionar 1mllL de- vermelho de- fenol a- 1% e-esterilizar por autoclavação.

Reag:êl'ítêS para coloração dê células

Tampão de Sõrensen:-

Solução-A:

Fosfato- de potássio monobásico anidro {QeeJ)

Água c:te-stilac:ta estéril

S-ofução B;

Fosfato de- sódJO blbásiCo (Qeel)

Agua- destilada- estéril

0,636 9

70mt

2,3679

250ml
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Solução tampão

Em frasco- estéril juntar:

Solução A 69,6 mL

Solução B 230:.4 mL

Manter guardado a 4°Ç e diluir v/v com água destilada no momento do uso.
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Solução- Corante- de-MayGf"Üflwald:

E-osina azul de metileno segundo MayGrünwald (Merck 1424)

Tampão de Sôrerrsen diluído

Preparar e filtrar no momento do uso.

10-mL

10mL

10-mL

20mL

Solução-Corante-de-G1emsa:

Eosina- azul de metileno segundo Giemsa (Merck 9-204)

Tampão de S6rerrserr díluldo

Preparar e fjjtrar no momento do uso.-

Procedimento: Fixar as- célll~as- com metanol- (Merek 21566} por pelo- menos- 10 minutos-o

Corar com solução corante- de MayGrünwald- por 5 minutos. Lavar com água e corar com

s-o-tuçãu corante de- Giemsa- por 20 minutos. Lavar com ág:uaJ secar e- montar com Ente-tlan

(Merck 7961) entre lâmina e lamínula.
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RELAÇÃO DE EQUIPAMENTOS UllUZADOS

e Aparelho de eletroforese modelo MinJ Protean 3, BioRad, USA

• Aparelho de transferêflcia modelo TransbJot "Sem~-dryU, BioRad, USA.

.- Agitador basculante- RockerMixt030, Brinkmann, USA.

e Banho com agitação Orbit, Labline, USA

• Biofotõmetfo Eppendorff, USA.

.- Bloco de aquecimento Digital Heatblock, VWR

e Centrífuga- refrigerada. de mesa- modelo 5804-R~- Eppendort

• Centrífuga refrigerada modelo Super T 21, SorvaU lns-tfuments-.

.- Equipamento- para filtração de água modelo- RIOS, MiUipore, USA.

e Estufa Oriou 502, fanem, BrasiL

• Fluxo laminar modelo VLFS-12, Veco, Bras-i! .

.- Fluxo lamin-ar mo-de-lo VLFS-09~ Ve-co~, Brasil.

e Fonte para e1etroforese PowerPac HC, BioRad, USA
{)

e Frez:z:er -70 C modelo 8425 SB~E, Forma Sejentific, USA

• Jncubadorade CO modelo 3159 FormaSciefltific USA2 ' ,.

• Lavadora de placas-de ELISA modeJo1575, BioRad, USA.

.- Leitor de ELISA, Labsystem Multiskan MS, Labsystem, Finlândia".

e Microscópio invertido CK30, OJympus, Japan.

• Microscópio 85268, Nikon, Japan.

e- pHmetro- Basic-, Denver, USA.

e TermocicJador Mastercycle Gardient, Eppendorff,- USA.
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UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-
FaçuJáade áe Citnçjas farmaçêyfjças

Comitê- dffÉfjC"ff ffMPBq.oisa- • CEP

atfcío Cl:P nO- OS

São Paulo-, Hl de março de 2003.-

Prezado{a-)- Senhor(a-)-

o COmitê de Ética- em Pesquisa- da- FCF/USP, em reunião- realizada- em 24 de
fcevereif'o -do corrente- ano, aprovou- o projeto "Pesquisa -de anticorpos- séricos
anti Eschericnia calí produtora- -de to,>dna Sh~ga (STEC) em adultos- normais- -da
Grande São Paulo", apresentado por Vossa Senhoria.

lembramos- que- após- a execução -de 50%- -do- cronograma- -do- projeto; -deverá ser
apr$entado um relatório parcial, -de acordo com o Artigo- 18 - item C, da
Portaria- FCF-111/97.

Atenck>s-amente,

~. ,.' ,.,

-- ~

Pr-of. Tit. Dulcinéia Saes Parra Abdalla
Coordenadora- do Com-ítê-de- Ética- em Pesquisa- da FCF/US-P

Ilmo(a-} 8F(alo
-Lucy Beatriz- Zapata QuintaniUa
Orientador:- Prol. Solange- Barros Carbone
FBC

Av. PrOf. Uneu Prestes, no 680, BIoc:o 13 A - Cidade UnlverslUlria - CEP 05508-800 - Sio Paulo - SP
F.one: {1-1)-3OII'J.-n - Fn-{1-1l3Ol1-8lll16-- _HI'IIIII:JtrJgoêUsp.bI-
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INSTITUTO BUTANTAN
AV. VITAL BRASIL, 1500

FAX; (O\\}8151S0S
E-mail: iIlStbut@uoLcom.br

CEP05503-900 -SÃO P-AULO - SP

São-Paulo, 2ZdejunhO de 2001.

A
Ora, Solange Barros Carbonare
laboratório de Imunogenética
Neste

Tendo ouvido- parecer sobre o projeto- "Efeito de anticorpos
anti--fatores de viruhlncia de ESchericbia cO/f enteTopatogênica- {EPEC}
sobre Es-efferichia co/i produtoras de- toXílJas ShIga- fSTECr, em- reunião
d-o CEP-, optou-se p-or sua aprovação- para-encaminhamento ao CONE?

Atendendo a regulamentação vigente, soUdfa-se-:

_ Preenchfmento e assinatura da folha- de- rosto do- projeto.

AtenciOsamente

DL N.ílton JO~nandes Cavalcante
Preso Comitê de Ética- em pesquisa-
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i\1
hospllal-unlversílário

universidade de são paulo

São Paulo, 29 de novembro de 2000.

n~. Sra.

Dn.-r Solaage- Banos- Carbonare

Departamento de Imunogenética

Instituto- Butantan

Reftmmte-: Projeto- de- Pesquisa: "Efeito de- anticorpos anti- fatores de

virulência de Esclierichfa- coli enteropatogênica(EPEC) sobre Escheri.chia- coZi

produtoras de toxitlas shiga (STEC}" - cadutro:- W 086}00

Prezado(a) Senhor{a)-

A C6ttiisSà.o de Ética em Pesquisa: do Hospital Universitário da:

Universidade de São- Paulo, em reunião- de 17 de novembro de- 2000-, analisou

o projeto- de pesquisa acima citado, considerando---o eomo- APROVADO, NÃO

TEMÁTICO ESPECIAL

LemDI"amOS que çabe ao pesquisadoT eJaboT~ e &presentar a esta

Comissão, relatórios parciais (a cada 90 dias)" e final sobre a pesquisa

(Resolução do Conselho Nacional de Salide nO 196 de 10:'10--1996, inciso IX 2,

letra "'c").-

Atenciosamente,

-CEF
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