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RESUMO

Cepas de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) estao entre os patégenos
mais freqlientemente envolvidos em casos de diarréia. Este patotipo é subdividido em
EPEC tipicas e atipicas, sendo que as tipicas possuem o gene eae (EPEC attaching
and effacing) e o plasmideo EAF (EPEC adherence factor), e as atipicas albergam
somente o gene eae. A principal caracteristica de sua patogénese € a formagao de
uma lesdo histopatologica no epitélio intestinal denominada affaching and effacing
(A/E), que resulta da adesao intima da bactéria ao enterécito. A adesao é uma etapa
critica na patogénese bacteriana, sendo o primeiro pré-requisito para que as E. coli
colonizem com sucesso a mucosa do hospedeiro. A ligagdo da bactéria a um ou mais
componentes teciduais da matriz extracelular como colageno | e [V, laminina,
fibronectinas celular e plasmatica sdo indicios de que essas moléculas estiao sendo
usadas como substrato de adesdo e colonizagao do hospedeiro pela bactéria
patogénica. Adesinas com capacidade de interagir com componentes da matriz
extracelular ja foram identificadas em bactérias patogénicas, no entanto, ainda nao foi
caracterizada nenhuma proteina de EPEC atipica com essa capacidade de adeséo.
Essa propriedade foi evidenciada em um isolado de EPEC atipica durante pesquisas
em nosso laboratoério e neste trabalho visamos identificar e caracterizar a(s) proteina(s)
envolvida(s) nesta habilidade adesiva. As proteinas possivelmente envolvidas
apresentam massas moleculares relativas de 107, 44 e 35 kDa e a pré-incubagao do
isolado 2103 com componentes de matriz extracelular provoca uma variagao no seu
padrao de adesao e influencia 0 numero de bactérias aderidas a células epiteliais. No
entanto, como esse patotipo € muito heterogéneo essa caracteristica nao pode ser

extrapolada para todos os isolados dessa categoria.

Palavras-chave: EPEC atipica, diarréia, adesinas, componentes de matriz extracelular



ABSTRACT

Atypical Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) has been a leading cause of
childhood diarrhea in developing countries. The main mechanism of atypical EPEC
pathogenesis is a lesion called attaching and effacing (A/E), which is characterized by
intimate adherence of the bacteria to the intestinal epithelium and destruction of
microvillus. Nevertheless, it represents a heterogeneous group and other virulence
factors may be involved in atypical EPEC pathogenesis. Previously, we have identified
one isolate of atypical EPEC, serotype 026:H11, which secretes proteins that interact
with ECM macromolecules. The interactions between pathogenic bacteria and ECM
molecules such as fibronectin, laminin and collagen may play an important role in the
bacterium adherence to and invasion of host cells. Adhesion is critical for successful E.
coli colonization of gastrointestinal tract and is mediated by adhesins. The aim of this
study is to identify and characterize putative adhesins that may contribute to the binding
of the isolate of atypical EPEC to extracellular matrix components. The supernatant of
the atypical EPEC isolate was submitted to a solid phase binding assay with matrigel (a
mouse basement membrane composed mainly of laminin, collagen IV and fibronectin),
the adhered proteins were stripped from the wells, separated by SDS-PAGE, transferred
to nitrocellulose membranes and submitted to immunoblotting assay. Three major
proteins of apparent molecular weights of 107, 44 e 35 kDa were recognized by the anti-
proteins polyclonal serum (produced in rabbit immunized with the isolate’s supernatant)
through immunoblotting assay. Besides, we observed that in the presence of ECM
components the isolate clearly changes its adherence pattern of the isolate to HEp-2
cells, and the number of adhered bacteria to epithelial cells. The atypical EPEC do not
share a unique pattern of virulence, suggesting that many virulence factors may
contribute to the pathogenesis. The identification of proteins involved in the adhesion
with extracellular matrix components in one isolate of this category of diarrheagenic E.
coli confirms the heterogeneity among the atypical EPEC.

Key-words: adhesins, atypical EPEC, diarrhea, extracellular matrix components
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foram incubadas com 100 pl do sobrenadante dos isolados 2103 e 2459 na
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incubagcdo com soro de cabra anti-lIgG de coelho conjugado a peroxidase (1:5.000).
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proteinas aderidas foram detectadas em espectrofotdometro na absorbancia de 492 nm
em leitor de ELISA. O isolado 2103 se liga aos diferentes componentes de matriz
extracelular, em ordem decrescente a interacao é matrigel, laminina, colageno 1V,
fibronectina celular, fibronectina plasmatica e colageno I. O isolado 2459 nao apresenta
essa capacidade se comparada aquela observada para o isolado 2103. Além disso,
observou-se uma maior inespecificidade de interagao deste isolado com BSA.
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aos componentes de matriz foram recuperadas com Triton X-100 0.1% (vol/vol) em PBS
e plaqueadas em placas de LB agar em diluicbes seriadas. O numero das bactérias
aderidas foi determinado pela contagem das coldnias em triplicata. O isolado 2103 de
EPECa apresenta alta capacidade em aderir aos componentes de matriz extracelular
enquanto que o isolado 2459 pertencente ao mesmo sorotipo ndo apresenta essa
capacidade, ou ela é bastante diminuida.

Figura 9. Efeito na adeséo de 6 horas do isolado 2103 de EPEC atipica tratada com
MEC. A. 2103 sem tratamento, B. 2103 controle sem tratamento, C. 2103 tratada com
BSA, D. 2103 tratada com fibronectina plasmatica, E. 2103 tratada com fibronectina
celular, F. 2103 tratada com laminina, G. 2103 tratada com colageno |, H. 2103 tratada
com colageno 1V, |. 2103 tratada com matrigel. 40 ul do cultivo bacteriano do isolado
2103 foram incubados com 25 pg/ml dos componentes por 1 hora a 37°C e entao
submetidos a ensaio de adesdo a células epiteliais. A pré-incubagao do isolado
bacteriano com fibronectina celular ou com laminina ou com col | ou com col IV
claramente modificou o padrao de adesdo apés 6 horas de incubagao com a célula
epitelial, que passou a apresentar um padrao de adesao difuso. A pré-incubagao com
fibronectina plasmatica provocou uma diminuigado do nimero de bactéria aderidas e
modificacdo do padrao de adesao, para adesao difusa, enquanto que a interagdo com
matrigel modificou o padrao para o tipo localizado.

Figura 10. Niumero de bactérias aderidas a células HEp-2 do isolado 2103 de EPEC
atipica tratada com componentes de MEC. 40 ul do cultivo bacteriano do isolado 2103
foram incubados com 25 ug/ml dos componentes por 1 hora a 37°C e entao submetidos
a ensaio de quantificagdo de adesao a células epiteliais. A preincubagao do isolado
2103 com laminina, colageno |, colageno 1V, fibronectina celular e matrigel provocou um
aumento no namero de bactérias aderidas as células epiteliais enquanto que
fibronectina plasmatica provocou efeito contrario, de diminuigdo do nimero de bactérias
aderidas a células epiteliais.



Figura 11. A. Fracdes protéicas do extrato bacteriano do sobrenadante do isolado
2103 previamente incubado com matrigel separadas eletroforeticamente (SDS/PAGE
12%) e coradas com nitrato de prata. B. Membrana de nitrocelulose contendo fragcées
protéicas do extrato bacteriano do sobrenadante do isolado 2103 previamente incubado
com matrigel separadas eletroforeticamente (SDS/PAGE 12%) foi incubada com
anticorpo anti-C3888 (1:1.000) e soro de cabra anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase diluido 1:10000. A ligagdo dos anticorpos foi detectada utilizando-se
substrato para quimioluminescéncia. C. Membrana de nitrocelulose contendo fragées
protéicas dos extratos bacterianos dos sobrenadantes dos isolados 2103 e 2459
previamente incubados com I-laminina, II- fibronectina celular, IlI- fibronectina
plasmatica, IV- colageno |, V-colageno IV, VI- BSA. A membrana foi incubada com
anticorpo anti-C3888 (1:1.000) e soro de cabra anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase diluido 1:10000. A ligacao dos anticorpos foi detectada utilizando-se
substrato para quimioluminescéncia. ApoOs adesao aos diferentes componentes de
MEC, cinco proteinas do sobrenadante do isolado 2103, de massas moleculares de
124, 107, 44, 35 e 29 kDa foram coradas e reveladas pelo soro anti-sobrenadante de
isolado 026 em ensaio de immunoblotting, sendo trés delas exclusivas deste isolado
em relacao ao isolado 2459 e correspondem as proteinas de massa molecular aparente
de 107, 44 e 35 kDa.
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1 INTRODUGAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli é o anaerdbio facultativo predominante da flora intestinal
humana e coloniza o trato gastrointestinal dentro de poucas horas apés o nascimento.
E um bacilo Gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae, exercendo um
importante papel na manutencédo da fisiologia intestinal tanto humana quanto animal
(NATARO, KAPPER, 1998).

E. coli normalmente permanece inofensiva confinada ao lumen intestinal,
entretanto, mesmo as cepas de E. coli ndo patogénicas podem causar infec¢do quando
o hospedeiro encontra-se debilitado ou imunossuprimido ou quando as barreiras
gastrointestinais séo violadas. Ao longo do tempo, ha cepas de E. coli patogénicas vem
adquirindo fatores de viruléncia especificos, conferindo um aumento na habilidade de
se adaptar a novos nichos causando um amplo espectro de doengas em individuos
saudaveis (KAPER et al., 2004). Trés sindromes clinicas podem resultar da infec¢ao
por estes patotipos: infecgdes do trato urinario, sepse e meningite. Um outro patotipo é
associado a doengas entéricas, e isolados dessa linhagem sao conhecidos como E. coli
diarreiogénica (LEVINE, 1987).

Isolados de E. coli diarreiogénica tém grande importancia médica e
epidemiologica, pois representam o patégeno bacteriano mais comumente associado
com formas endémicas de diarréia. A diarréia, por sua vez, é considerada um dos
grandes problemas de saude publica mundial, com mais de dois milhdées de mortes
ocorridas a cada ano, particularmente entre criangas abaixo de cinco anos de idade

(CLARK et al., 2003).
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Considerando-se seus mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes
clinicas que causam, os sorotipos O:H, aspectos epidemiologicos e/ou tipos de
interacdao em linhagens celulares (NATARO, KAPER, 1998), as E. coli diarreiogénicas
sdo classificadas em seis categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina de
Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que apresenta padrao de
adesao difusa (DAEC). Embora essa classificagdo continue sendo usada pela maioria
dos autores, ja se torna evidente que algumas categorias incluem patotipos bastante
diferentes. Desta forma, as EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas e atipicas e
as E. coli enterohemorragicas (EHEC) passaram a constituir uma subcategoria das E.

coli produtoras da toxina de Shiga (STEC) (KAPER et al., 2004).

1.2 E. coli diarreiogénicas

EPEC tem sido identificada como o principal agente de diarréia aguda em paises
em desenvolvimento (NATARO, KAPER, 1998). Isolados de EPEC sao capazes de
causar um efeito histopatolégico caracteristico em bidpsias intestinais, bem como em
culturas celulares, conhecido como attachment and effacement (A/E) (MOON et
al.,1983).

ETEC é um importante patégeno causador da diarréia aguda e € a principal
causa de morbidade e mortalidade entre criangas de um a cinco anos de idade em
paises em desenvolvimento (BLACK, 1993). Além disso, esta associado a diarréia dos
viajantes que acomete turistas e militares de paises industrializados em visita a regides

tropicais e subtropicais endémicas. Estes organismos produzem as enterotoxinas
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termo estavel (ST) e termo labil (LT), que dentre as enterotoxinas sdo as mais bem
caracterizadas (SEARS, KAPER, 1996).

EIEC apresenta a capacidade de invadir e de multiplicar-se em células epiteliais,
causa diarréia aquosa e quando a infeccao é severa pode causar colite inflamatoria,
como Shigella ssp. (LEVINE, 1987; NATARO, KAPER, 1998).

STEC compreende todas as amostras de Escherichia coli que produzem as
toxinas de Shiga, Stx-l e Stx-ll, e que estdo associadas a colite hemorragica e a
sindrome hemolitica urémica (AGBODAZE, 1999). Este patégeno representa o mais
importante agente etioldgico de surtos diarréicos causados por alimentos, sendo
prevalente principalmente em paises desenvolvidos (PATON, PATON, 1998). Dentro
deste patotipo esta o subgrupo das EHEC que além da expressdao das toxinas de
Shiga, causa lesao A/E como as EPEC.

DAEC é a categoria de E. coli diarreiogénica que apresenta um padrdo de
adesao difusa em células epiteliais em cultura. Neste padrao de adesao as bactérias
encontram-se aderidas de forma difusa sobre toda a superficie celular. (ELLIOTT,
NATARO, 1995). Sua patogenicidade ainda é desconhecida, uma vez que amostras de
DAEC sao isoladas tanto de amostras diarréicas como de fezes nao diarréicas (KAPER
et al., 2004).

EAEC é caracterizada por aderir a células epiteliais cultivadas no padrao
denominado de adesao agregativa (tijolos empilhados) (NATARO ef al., 1987). Estao
envolvidas em surtos de diarréia persistente principalmente em criangas pequenas e

idosos (KAPER ef al., 2004).
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1.3 E. coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC foi o primeiro patotipo de E. coli a ser descrito. Surtos de diarréia infantil
no Reino Unido levaram Bray, em 1945, a descrever um grupo sorologicamente distinto
de linhagens de E. coli que foram isoladas de criangas com diarréia, mas nao de
criangas saudaveis.

Em 1995, EPEC foi dividida em dois grupos: EPEC tipica (EPECt) e EPEC
atipica (EPECa), onde o plasmidio pEAF esta presente somente no primeiro grupo
(KAPER et al; 1996). EPEC tipica e atipica pertencem a dois conjuntos diferentes de
patotipos, sendo que EPECa é definida como cepas de E. coli pertencentes ou ndo ao
sorogrupo classico de EPEC, que produz lesdo A/E em células intestinais, nao
expressam BFP e nao tem genes da toxina de Shiga (HERNANDES et al., 2009).

Dados recentes sugerem que EPECa é mais prevalente que EPECt tanto nos
paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos (OCHOA et al., 2008), embora
EPECt tenha sido considerada por muitos anos como a principal causa de diarréia
infantii nos paises em desenvolvimento e foi considerada rara nos paises
industrializados onde EPECa parece ter sido a causa mais importante de diarréia.

A associagdo de EPECa com diarréia ainda é controversa, mas sua alta
prevaléncia no mundo e o envolvimento de algumas cepas em surtos de diarréia
confirmam que algumas cepas sao diarréicas (HERNANDES et al., 2009). Em recente
estudo na Noruega, detectou-se uma alta prevaléncia de EPECa em criangas com e
sem diarréia. Quando as linhagens foram analisadas quanto a presen¢a de genes de
viruléncia utilizando-se microarray e PCR, varios genes foram significativamente
associados com diarréia, indicando uma possivel associacdo entre o potencial

patogénico de linhagens de EPECa (AFSET et al., 2008).
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Um grande surto de diarréia causado pelo sorotipo O11:H9 de EPECa foi
descrito na Finlandia (KNUTTON ef al., 1989). Afset detectou na Noruega linhagens de
EPECa em 12 de 38 pacientes (31,6%) com sintomas de gastroenterite com duragao
prolongada. O fato de que quase um ter¢go dos pacientes com EPECa apresentaram
diarréia prolongada foi surpreendente (AFSET ef al., 2003).

Embora alguns estudos tenham mostrado que pacientes infectados com EPECa
tenham uma diarréia suave, nao desidratante e nao inflamatéria (NGUYEN et al., 2006),
tipicamente a duragado da diarréia em pacientes infectados com EPECa é
significativamente mais longa do que aquelas causadas por outros patdégenos,
indicando que EPECa tem uma propensdo inata em persistir no intestino por mais
tempo do que outras E coli diarreiogénicas (OCHOA ef al., 2008). Algumas evidéncias
sugerem que EPECa pode diminuir apoptose das células do epitélio intestinal
(HECZKO et al., 2001).

Os estudos realizados no Brasil mostraram a associagao entre cepas de EPECa
a diarréia aguda infantil (SCALETSKY et al., 1999; FRANZOLIN ef al., 2005; ARAUJO
et al., 2007), enquanto que outros trabalhos recentes vincularam EPECa a casos de
diarréia persistente (AFSET et al., 2004; NGUYEN et al, 2006)

Apesar dos dados controversos em relagao a associagao epidemiolégica de
cepas de EPECa a casos de diarréia, o isolamento de cepas de EPECa em pacientes
diarréicos de idades variadas e de pacientes aidéticos, indica que algumas cepas de
EPECa com certas combinagbes genéticas sao verdadeiros enteropatégenos

(HERNANDES et al., 2009).
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1.4 Patogénese de EPEC

O mecanismo central da patogénese de EPEC é uma lesao chamada aftaching
and effacing (A/E), que é caracterizada pela aderéncia intima da bactéria ao epitélio
intestinal, agregacao da actina polarizada, formagao de um pedestal e destruicao das
microvilosidades e de outros elementos do citoesqueleto nos sitios de ligagdo da
bactéria. Os genes associados a lesao A/E residem no locus of enterocyte effacememt
(LEE), uma ilha de patogenicidade de 35,5 kb, onde estdo presentes 41 open reading
frames (ORFs), sendo que a maior parte dessas codificam o sistema de secregao tipo
Il (SSTT) (JARVIS et al., 1995) e chaperoninas associadas — genes esc (E. coli
secretion). Em LEE também estao localizados: o gene eae (E. coli attachment
effacement), responsavel por codificar uma proteina de membrana externa de 94 kDa,
denominada intimina, que medeia a adesao intima da bactéria a célula epitelial (JERSE
et al., 1990; FRANKEL et al., 1994); os genes esp [EPEC secreted proteins] e o gene
map (mitochondria associated protein), responsaveis pela codificacao de proteinas
efetoras e estruturais como EspA, EspB, EspD, EspF, EspG, EspH e Map (KAPER et al,
2004). As proteinas efetoras sao secretadas para o interior da célula eucariética
através do filamento estrutural EspA (KNUTTON et al., 1998); o gene tir (translocated
intimin receptor) codifica a proteina efetora de 90 kDa denominada Tir, que também é
translocada para o interior da célula epitelial (KENNY, WARAWA, 2001).

Ha trés estagios na patogénese de EPEC: (i) aderéncia inicial a célula
hospedeira, (ii) producao e translocagao das proteinas bacterianas por uma agulha
formada pelo complexo de secregao do tipo Il e (iii) ligagao profunda com formagao do
pedestal (CHEN, FRANKEL, 2005; GARMENDIA et al., 2005; NATARO, KAPER, 1998;

VALLANCE, FINLAY, 2000).
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Muitas linhagens de EPEC produzem um padrao de aderéncia caracteristico,
chamado adesao localizada, em cultura de tecidos celulares. Neste padrao, a bactéria
liga-se em areas localizadas da superficie celular, formando microcolénias compactas
(grupos bacterianos) que podem ser visualizadas ap6s a bactéria ter sido colocada em
contato com as células por 3 horas. Esse fendmeno esta associado com a presenga do
plasmidio denominado fator de aderéncia de EPEC (pEAF), que carrega a seqiiéncia
chamada EAF (fator de aderéncia de EPEC).

Esse plasmideo é o mais bem estudado fator de viruléncia extra LEE, presente
apenas nas EPEC tipicas, e ausentes nas amostras de EPEC atipicas. Em EAF
encontra — se o operon bfp [bundle forming pilus] que codifica a fimbria BFP, cujo
fenotipo é evidenciado pelo padrao de adesao localizado [AL] em células epiteliais
cultivadas in vitro (GIRON et al, 1991; TRABULSI et al., 2002). BFP, além de
possibilitar a agregagao bacteriana em microcoldnias, também esta envolvida no evento
de dispersdo (KNUTTON, 1999), auxiliando na infecgao de outros sitios, e tornando
mais eficiente a colonizagdo. Além disso, EAF possui um conjunto de trés ORF's
denominadas perA, perB e perC (plasmid-encoded regulator), cujas proteinas
codificadas formam um complexo regulador capaz de ativar a transcrigdo de alguns
genes de LEE, atraves do gene ler (LEE-encoded regulator), bem como do operon bfp

no préprio plasmideo EAF.

1.5 Sorotipos
Os sorotipos de EPECt encontrados nos sorogrupos O de EPEC siao O55:H6,
086:H34, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6, O142:H34, enquanto que

os sorotipos 026:H11, 0O55:H7, O55:H34, 086:H8, O111:H9, 0O111:H25, O119:H2,
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0O125ac:H6, 0128:H2 pertencem ao patotipo de EPECa. Ja os sorotipos de EPEC
atipica podem pertencer ou nao aos chamados sorogrupos O de EPEC (CAMPOS et
al., 2004).

Vieira e colaboradores (2001) identificaram 35 sorotipos entre 59 amostras
estudadas, porém um ndmero relativamente grande de antigenos O e H nao puderam
ser determinados. Mais recentemente, Franzolin e colaboradores (2005) identificaram
18 sorotipos entre 30 amostras estudadas. No entanto, dados mais recentes mostram
que os sorotipos presentes nos isolados de EPECa sao muito heterogéneos e sem
associagao com os tipos de intimina e/ou padroes de adesao a célula epitelial (ABE et
al., 2009).

Cepas de Escherichia coli O26 foram primeiramente descritas por Orskov em
1951, que as associou a diarréia infantil. Desde entao, o sorogrupo 026 tem se tornado
um dos mais importantes entre as EPEC do sorogrupo O (LEVINE, 1987). Ele inclui
varios tipos O:H que sao diferentes nas propriedades de viruléncia (TRABULSI et al.,
1996). As cepas mais comuns de 026 pertencem ao sorotipo 026:H11 e 026:H32, ou
s@o nao-moveis (O26:H’) mas a presenca do gene eae é mais freqilentemente presente
em cepas 026:H11(SARIDAKIS ef al.,, 1994) e nas nao moveis, sendo o sorotipo H32
nao-enteropatogénico. As caracteristicas de viruléncia variam entre as cepas 026 de
acordo com a sua distribuicdo geografica, e algumas cepas de 026:H11 produzem
toxina de shiga, mas as cepas H e H11 isoladas no Brasil provaram consistentemente

ser Stx-negativas (PEIXOTO et al., 2001).
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1.6 Adesinas bacterianas

As adesinas se destacam entre os fatores de viruléncia implicados na
patogénese, pois sdo proteinas que medeiam a adesdo da bactéria as células do
hospedeiro. A adesdo é essencial tanto na manutengao da microbiota intestinal, como
é uma etapa critica na patogénese bacteriana, sendo o primeiro pré-requisito para que
as E. coli colonizem com sucesso a mucosa do hospedeiro. Além disso, esta se
tornando aparente que algumas adesinas sdao, em parte, secretadas no meio

extracelular, agindo em sitios distantes (ARICO ef al; 1993).

Linhagens de EPEC tipica e atipica diferem em seus padrées de aderéncia a
células epiteliais cultivadas. Enquanto as EPEC tipicas apresentam o padriao de
adesao localizado (AL), no qual as bactérias apresentam-se aderidas em pontos
localizados da célula formando grupos compactos (SCALETSKY et al., 1984), as EPEC
atipicas podem aderir ou nao as células HEp-2.

As amostras aderentes expressam predominantemente o padrao localizado-like
(ALL), no qual as bactérias apresentam-se aderidas em pontos isolados da célula
epitelial, formando microcolénias frouxas, o que é evidenciado apds periodos
prolongados de interacao bactéria-célula epitelial (RODRIGUES et al., 1996; PELAYO
et al., 1999; SCALETSKY et al., 1999). Além do padrdo ALL, os padroes AA -aderéncia
agregativa-. (do VALLE et al., 1997; BARROS et al., 2008) e AD -aderéncia difusa-
(TRABULSI et al., 2002) também sao expressos por amostras de EPEC atipica. Os
padrées AA e AD sao caracteristicos das EAEC e DAEC, respectivamente. Algumas
amostras de EPEC atipicas podem ainda expressar o padrao AL apos 6h de interagao

bactéria-célula epitelial (HERNANDES ef al., 2006).
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O sequenciamento do genoma da cepa protétipo de EPEC tipica E2348/69
(0127:H6) foi finalizado e foram observadas 10 regiées de codificagao de proteinas que
apresentam homologia com adesinas nao-fimbriais, além da intimina, codificada pela
regidao LEE (IGUSHI et al., 2008). A intimina é a mais importante proteina envolvida na
patogénese desta categoria de E. coli, sendo responsavel pela adesao intima da
bactéria as células epiteliais (JERSE ef al., 1990).

A proteina EspA (EPEC secreted protein A), cujo contato com as células
epiteliais permite o inicio da adesao, é descrita como uma organela de superficie
bacteriana que possibilita uma ligagao fisica entre a bactéria e a célula, permitindo a
translocagdo das proteinas secretadas EspB e EspD, e Tir (KAPER et al., 2004).
Estudos mostraram que a ligagao de EPEC a células sanguineas pode ser mediada por
EspA e que este contato intimo nao é dependente de hemolisinas (SHAW ef al., 2001).
Além disso, outro estudo com células Caco-2 mostrou a participacdo de EspA na
adesao inicial a membrana apical destas células, sugerindo que EspA pode ser uma
adesina responsavel pela adesao inicial de EPEC na auséncia de BFP (CLEARY et al,,
2004), assim como LifA, outra adesina que parece ter importante papel na adesao de
cepas EPEC na auséncia de BFP (BADEA et al., 2003).

Um conjunto de genes, denominado locus para adesao difusa (/da), responsavel
pelo padrao de adesao difuso em células HEp-2 de um isolado O26:H11 foi identificado
e caracterizado. /da é parte de uma possivel ilha de patogenicidade e foi encontrado
também em isolados dos sorotipos 026:H", O5:H", O111:H e O145:H16 (SCALETSKY
et al., 2005).

Apoés analise de nove linhagens de EPECa de oito sorotipos diferentes, com

padrao de adesao LAG6 (presenga de microcolonias compactas) apés 6h de incubagao
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com células Hela, Hernandes e colaboradores (2006) sugeriram que os sitios de
adesio LA nestas EPECa provavelmente resultam da expressao de um ou mais genes
cromossomais codificadores de adesinas e que a formag¢do das microcoldnias
compactas nessas linhagens seja provocada por uma nova estrutura adesiva
(HERNANDES et al, 2006). No entanto, o fenétipo LA6 nao esta associado com
qualquer uma das adesinas recentemente descritas nas diferentes subcategorias de
DEC, Saa (STEC adesina de autoaglutinagao), Paa (porcine A/E associada), ToxB (um
locus plasmidial encontrado em EHEC O157:H7 envolvido em ades&do), lha (adesina
homéloga a IrgA), Lpf (fimbria longa e polar) e Lda (locus para aderéncia difusa)
(HERNANDES et al., 2008).

Hernandes e colaboradores (2008) demonstraram também que a formacgao de
microcoldnias indistinguiveis da cepa E2348/69 ap6s 6h de infecgao por uma linhagem
de EPECa do fenétipo LA6 é resultado de um processo invasivo- pela intimina do
subtipo omicron e da molécula Tir (receptor da molécula de intimina).

Em outras categorias de E. coli patogénicas as adesinas afimbriais também sao
fatores de viruléncia bastante importantes. Em E. coli uropatogénicas (UPEC) a familia
de adesinas Afa/Dr € considerada um importante fator de viruléncia (BLANC-PORTARD
et al., 2002) sendo AfaE-V a mais prevalente em cepas de E. col/i desta categoria. Em
cepas de EHEC foi caracterizado um conjunto de genes cromossomais que codificam a
adesina afimbrial Efa1 (TORRES et al., 2005). Ao contrario, nas cepas de STEC que
nao possuem a regidao LEE, uma adesina autoaglutinante denominada Saa foi descrita

como envolvida na adesao as células epiteliais (PATON et al., 2001).
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1.7 Adesinas bacterianas com capacidade de ligacao a matriz extracelular (MEC)

A interagdo dos patéogenos com a matriz extracelular € um fator primario na
colonizagdo dos tecidos do hospedeiro. A matriz extracelular compreende todas as
moléculas que sao secretadas e imobilizadas fora da célula. Ela é dividida em matriz
fibrilar, que compreende as fibras colagenas, reticulares e o sistema elastico e matriz
fundamental, que é formada por glicoproteinas multiadesivas, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos. Ela desempenha papel importante na estabilizacdo da estrutura fisica
dos tecidos, na regulagdao da adesao celular eucaridtica, diferenciagao, migracao,
proliferagdo, forma e fungao dos tecidos. A composicao da matriz extracelular é
diferente entre os diversos 6rgaos, e os principais constituintes do trato gastrointestinal
sao fibronectina, laminina, colageno | e colageno IV.

A ligacao da bactéria a um ou mais componentes teciduais da matriz extracelular
como colageno | e IV, laminina, fibronectinas celular e plasmatica sao indicios de que
essas moléculas estao sendo usadas como substrato de adesao e colonizagao do
hospedeiro pela bactéria patogénica (LOWRANCE et al., 1988), através de adesinas
com capacidade de se ligarem a matriz extracelular. Essa evidéncia foi demonstrada
na capacidade de liga¢ao ao colageno IV pelas adesinas fimbriais da familia Dr de E.
coli (KOROTKOVA et al., 2007).

A interagao da matriz extracelular dos mamiferos com as células eucarioticas é
realizada através de mediadores, os receptores de adesao celular, como as integrinas,
caderinas, IgCAMs (Immunoglobulin-related cell adhesion molecules) e selectinas.
Assim, bactérias patogénicas que se ligam a proteinas de matriz extracelular

indiretamente se conectam a esses receptores auxiliando a interacdo entre o
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microrganismo e a célula eucariética (LIANG, JI, 2006). Esses receptores, por sua vez,
estdo conectados aos filamentos de actina, responsaveis pela motilidade celular.

Como exemplo de bactérias patogénicas com capacidade de ligagao aos
componentes de matriz extracelular, pode-se citar Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, Mycobacterium spp e Leptospira
interrogans. Elas secretam proteinas, expressam proteinas de membrana externa ou
proteinas associadas a membrana celular com capacidade de ligacao a proteinas de
matriz extracelular (MEC) e indiretamente se conectam a integrinas auxiliando a
interagao entre o microrganismo e a célula eucariodtica (LIANG, JI, 2006). A ligagao da
bactéria a proteinas da MEC do hospedeiro possibilita a colonizagdo de multiplos sitios
e pode contribuir para o processo de invasao das células do hospedeiro (PATTI, HOOK,
1994).

Um novo grupo de adesinas nao fimbriais com capacidade de formar estrutura
trimérica estavel na superficie celular bacteriana, através da translocacio do dominio
passageiro do poro B barril trimérico pelo sistema de secregao tipo V, foi relatada
(ROGGENKAMP et al., 2003; SURANA et al., 2004). Esse grupo inclui adesinas com
capacidade de ligacao a componentes de matriz extracelular, como YadA de Yersinia
enterocolitica, NhhA de Neisseria meningiditis, BadA de Bartonella henselae e UpaG de
E. coli uropatogénica .

Yavlovich e Rottem (2006) demonstraram que a ligagao a plasminogénio,
colageno tipo |ll, ou colageno tipo V marcadamente aumentou a adesao de
Mycoplasma fermentans a células Hela, enquanto que pouco efeito sobre sua adesao

foi observado com a preincubagao com fibronectina, laminina, ou colageno IV. Além
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disso, nenhum efeito de invasdo foi evidenciado com o tratamento da bactéria com
componentes de matriz extracelular citados.

Farfan e colaboradores (2008) mostraram que o isolado protétipo de EAEC
aderiu mais fortemente a superficies que haviam sido pré-sensibilizadas com proteinas
de matriz extracelular: fibronectina, laminina e colageno tipo IV. Além disso, a adigao
de fibronectina a superficies de células T84 polarizadas aumentou a adesao desta cepa
e foi demonstrado que este efeito é dependente da expressdao do gene aafA, que
codifica a fimbria AAF/Il. Eles concluiram que a ligagdo a fibronectina pode contribuir
para a colonizag¢ao do trato gastrointestinal por EAEC.

Algumas bactérias patogénicas sao capazes também de se ligar diretamente aos
receptores, como as com capacidade de ligagcdo as integrinas e ao se ligarem
diretamente a esses receptores as bactérias exploram a ligacao ao citoesqueleto de
actina celular que esses receptores proporcionam para controlar o dinamismo deste
citoesqueleto (HAUCK, 2002).

Considerando-se as varias fungbes dos componentes de matriz extracelular e
dos receptores de adesao aos quais eles estao ligados, torna-se evidente que a adesao
da bactéria patogénica a eles ndao apenas induz a internalizagdo do microorganismo,
mas também modula sinais adicionais induzidos por essas moléculas (HAUCK, 2002).

Em EPECa, o papel das adesinas intimina e EspA esta elucidado, no entanto,
nenhuma proteina com capacidade de adesao a matriz extracelular foi descrita. Essa
capacidade foi evidenciada em um isolado de EPEC atipica durante pesquisas em
nosso laboratério e neste trabalho caracterizou-se a adesao desse isolado de EPECa

do sorotipo O26;H11 a componentes de matriz extracelular.
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2 OBJETIVO
Caracterizar a adesao de Escherichia coli enteropatogénica atipica do sorotipo

026:H11 a componentes de matriz extracelular

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a ligacao das proteinas secretadas do isolado 2103 de EPECa aos
componentes de matriz extracelular

- Identificar as proteinas envolvidas na ligacdo do isolado 2103 de EPECa aos
componentes de matriz extracelular

- Avaliar a influéncia da interagao do isolado 2103 de EPECa aos componentes
de matriz extracelular no padrao de adesao a células epiteliais

- Avaliar a influéncia desta interagao no numero de bactérias aderidas a células

epiteliais
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos

Os isolados bacterianos 2103 (isolado com alta capacidade de ligagdo a
componentes de MEC) e 2459 (isolado com baixa capacidade de ligacao a
componentes de MEC) empregados neste estudo pertencem ao sorotipo 026:H11,
sendo definidos anteriormente como EPEC atipicas pela detec¢do por PCR do gene
eae e auséncia do plasmideo EAF (BUERIS ef al., 2008).

Esses isolados apresentam varias caracteristicas em comum, como o padrao de
adesao localizado-like em células epiteliais HEp-2 apds 6 h de interagao, presenga dos
genes de viruléncia eae, tir, efa/lifA e iha e expressam as proteinas intimina, Tir e EspA.
Nenhum dos isolados possui os genes /daH e bfpA e nenhum expressa BFP. O que os
difere é o subtipo de intimina, o isolado 2103 apresenta o subtipo betal e o isolado
2459 o subtipo lambdaS. Ja. o gene foxB foi encontrado somente no isolado 2459
(BUERIS, 2008).

O isolado C3888 (026:H) foi utilizado como antigeno para obtengéo do soro de
coelho nos ensaios de adesao a matriz extracelular (BEUTIN ef al., 1989) e o isolado de

EPECa 4013 (O88:H") foi utilizado na adsorgao do soro produzido (ABE et al., 2009).

3.2 Preparo dos antigenos

Esses isolados foram cultivados em 200 mL de caldo tripticaseina de soja (TSB)
a 37°C, sob agitag¢do constante (150 rpm) por 18 h e centrifugados a 10.000 g por 15

min, sendo os sobrenadantes liofilizados e mantidos a -20°C até o momento do uso
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quando foram ressuspensos em 1 mL de PBS 0,01 M pH 7,2 e quantificados por

Bradford.

3.3 Obtencgao de soro de coelho anti-sobrenadante do isolado 026
3.3.1 Imunizacéo

Um coelho (Nova Zelandia) de 60-65 dias de idade foi imunizado com o
sobrenadante de cultivo da cepa C3888, previamente liofilizado e ressuspenso em 1 mL
de agua destilada. O sobrenadante do isolado C3888 foi obtido conforme mencionado
no item anterior.

A imunizagao consistiu de uma primeira dose contendo 200 ug do antigeno
emulsificado V/V com adjuvante Montanide (SEPPIC-Francga), por via intramuscular,
seguida de um refor¢co na mesma concentragao apés 15 dias. A sangria de prova para
verificar a titulagdo do soro foi realizada 15 dias apés a injecdo de reforco. Essa
titulacao foi realizada através de ensaio de ELISA, utilizando o sobrenadante de C3888
como antigeno (ENGVALL, PERLMANN, 1971). Apos verificagao do titulo, o coelho foi
submetido a sangria total, e o soro obtido por centrifugacao foi estocado a —20°C até

sua utilizagao.

3.3.2 Adsorg¢ao do soro
O soro obtido foi adsorvido com isolado bacteriano 4013 (O88:H"), crescido nas
mesmas condi¢ées descritas no item 1. Este isolado ndo apresentou capacidade de

adesao a MEC. O sedimento bacteriano obtido foi ressuspenso em PBS 0,01 M pH 7,2
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contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), centrifugado novamente a
10.000 g por 15 min e mantido a —20°C até o momento do uso.

Para adsorg¢ao, cerca de 1,5 mL de soro foi homogeneizado com o sedimento,
armazenado nos tubos tipo eppendorf e mantido sob agitagao por 2 h a temperatura
ambiente, seguido de uma incubagio de 16-18 h a 4°C. Apos incubagio, a mistura de
soro e bactéria foi centrifugada a 5.000 g por 10 min e o precipitado descartado, sendo
esse procedimento repetido duas vezes. Apods a ultima adsorgao, os soros foram

filtrados em membrana de 0,22 um e mantidos a —20°C até o momento do uso.

3.4 Reatividade do soro de coelho anti-sobrenadante do isolado 026
3.4.1 ELISA com sobrenadantes bacterianos

Para os ensaios de ELISA, placas de fundo chato com superficie altamente
aderente (MaxiSorp — NUNC) foram sensibilizadas com 20 pg de proteina do
sobrenadante de cultivo dos isolados bacterianos diluidos em tampao carbonato-
bicarbonato pH 9,6, incubadas a 4°C em camara umida por 16-18 h e bloqueadas com
BSA 1% em PBS 0.01 M pH 7,2 por 2 horas a 37 °C. Ap6s bloqueio a placa foi
incubada com diluigdes sucessivas do soro anti-026 (1:100 a 1:6.400) em solugéo de
bloqueio por 1 h a temperatura ambiente. Apés trés lavagens com solugdo de PBS
Tween 0,05% (PBS-T), a placa foi incubada com soro de cabra anti-IgG de coelho
(1:5.000) pelo mesmo tempo e temperatura. As reagdes foram reveladas com 0,5
pg/mL de o-fenilenodiamino (OPD) e peréxido de hidrogénio (H2O2). Apos 20 min, a
reagao foi interrompida pela adi¢ao de 50 ul de H,SO4 8 N e a leitura realizada a 492

nm em espectrofotdmetro (ELISA reader Multiskan, Labsystems).
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3.4.2 ELISA de ligagao a componentes de matriz extracelular

Placas de fundo chato (Maxi Sorp - NUNC) foram sensibilizadas com 1 ug dos
componentes de matriz extracelular (laminina, colageno Tipo |, colageno Tipo |V,
fibronectina celular, fibronectina plasmatica) ou 1 ug de matrigel ou 1 ug de BSA -
Bovine Serum Albumin - (controle negativo), diluidos em 100 pul de PBS. Todos os
componentes foram adquiridos comercialmente (Sigma). As placas foram mantidas a
37°C por 2 h e posteriormente lavadas trés vezes com PBS-T 0,05%. O bloqueio foi
feito com 200 ul de BSA 1% por 1 h a 37°C, seguido de incubagao a 4°C por 16 h.

Vinte microgramas de proteina (sobrenadante concentrado) do isolados 2103 e
2459 foram diluidos em PBS e adicionados a cada pogo. Apés um periodo de
incubagao de 1h30min a 37°C, os pogos foram lavados seis vezes com PBS-T 0,05%.
As proteinas aderidas foram detectadas pela adigao de anti-soro produzido em coelho
nas diluigbes de 1/5.000 e 1/10.000 seguida de uma incubagio por 1 h com soro de
cabra anti-coelho conjugado a peroxidase. Apos trés lavagens com PBS-T 0,05%, foi
adicionado OPD (0,04%) diluido em tampao citrato-fosfato (pH 5,0) e 0,01% de H,0..
Ap6s 20 min, a reacao foi interrompida pela adicao de 50 ul de H.SO4s 8 N. A
absorbancia a 492 nm foi determinada em leitor de microplacas. O esquema deste

ensaio estda mostrado na figura 1.
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Figura 1. Esquema de ensaio de ligacdo do sobrenadante dos isolados de EPECa aos
componentes de matriz extracelular.

3.5 Ensaios de caracterizagcao da adesao aos componentes de MEC
3.5.1 Ligagao das bactérias aos componentes de MEC

Placas de fundo chato (Maxi Sorp - NUNC) foram sensibilizadas com 1 ug dos
componentes de matriz e BSA, como descrito em 3.2. Apoés trés lavagens com PBS
estéril, os pogcos foram incubados a 37°C por 4 h. com 1 ml do meio Dulbecco's
modified Eagle’'s medium (DMEM)/4.5 g/| de glucose, contendo 1 x 10® bacterias, na
escala de McFarland, dos isolados 2103 e 2459 de aEPEC. Em seguida, os pocos
foram lavados com PBS estéril, e as células bacterianas aderidas aos componentes de
matriz foram recuperadas com Triton X-100 0.1% (vol/vol) em PBS e plaqueadas em
placas de LB agar em diluigées seriadas. O numero das bactérias aderidas foi
determinado pela contagem das colbnias em triplicata. A figura 2 representa esse

ensaio.
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Figura 2. Esquema de ensaio de ligacdo das bactérias aos componentes de extracelular.

3.5.2 Ensaios com células HEp-2
3.5.2.1 Linhagem celular

As células HEp-2 dtilizadas neste trabalho séo originarias de carcinoma de
laringe humana e foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo. As células
foram mantidas em frascos de cultura de 75 mm? em meio DMEM 10% SFB e quando
atingiram aproximadamente 70% de confluéncia, o meio foi retirado e as células
lavadas com PBS. Apoés a lavagem, 2 mL de tripsina foram adicionados e apés a
observacao do descolamento das células, 4 mL do meio utilizado no crescimento foram
adicionados. Ap6s homogeneizagao, o excesso de célula foi retirado e 10 mL do meio

de cultivo foram acrescidos novamente ao frasco.
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3.5.2.2 Ensaio de adesao

Este ensaio foi realizado de acordo com Yavlovich e Rottem (2006), com
algumas adaptagdes e estad esquematizado na figura 2. 40 pl de crescimento
bacteriano do isolado 2103 de EPEC atipica em caldo tripticaseina de soja (TSB) na
escala de 1,5 x 10® de McFarland foram incubados com 25 ug/ml de cada um dos
componentes de MEC: laminina, colageno Tipo |, colageno Tipo IV, fibronectina celular,
fibronectina plasmatica, com matrigel e albumina sérica bovina, por 1 h a 37°C. Apods
esse periodo, foram feitas trés lavagens que consistiam na centrifugacao a 5.000 g por
5 min e ressuspensao do sedimento com DMEM. Esse procedimento também foi
realizado com o crescimento bacteriano sem tratamento com MEC como controle do
experimento. Na ultima centrifugagdo o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de
DMEM com 2 % de SFB e manose 2% e acrescentado aos pogos de placas de 24
pog¢os com laminulas (para o ensaio de adesao) ou sem laminulas (para o ensaio de
contagem de unidade formadora de col6nias), previamente revestidos com células
HEp-2 até atingirem camada semiconfluente de células. Procedeu-se ensaio de
adesao de 6 h como descrito por Cravioto et al. (1979) e ao ensaio de quantificagdo da
adeséo.

Os ensaios foram realizados em duplicata. No ensaio de adesao, depois de
adicionadas as misturas as placas de células HEp-2, procedeu-se a uma incubacgéao a
37°C sob atmosfera de 5% de CO, por 6 h. Apéds 6 lavagens com PBS 1 X estéril, e
fixacdo com metanol durante 30 min, as células foram coradas com May Grunhald por 5
min e Giemsa por 20 min, ambos os corantes filtrados em papel de filtro. A placa foi
lavada em agua corrente, as laminulas foram secas a temperatura ambiente, montadas

e coladas sobre laminas de vidro para serem observadas ao microscoépio 6ptico comum,



utilizando-se objetiva de 100X. A quantificacdo das bactérias aderidas

epiteliais foi realizada como descrito no item 3.5.1.
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as células

Figura 3. Esquema do ensaio dos efeitos do tratamento da bactéria com componentes de
matriz extracelular (matrigel, laminina, fibronectina celular, fibronectina plasmatica, colageno | e

colageno V) na sua capacidade de adeséo a células HEp-2.
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3.6 Ensaios de identificagao da(s) proteina(s)
3.6.1 SDS PAGE e Blotting das proteinas aderidas a MEC

Os passos para a realiza¢ao deste ensaio estao esquematizados na figura 4, e
foram realizados conforme descrito por Hoke et al, 2008. 20 ug de proteinas do
sobrenadante dos isolados 2103 e 2459 diluidas em PBS 0,01 M pH 7,2 foram
incubadas por 1 h e 30 min a 37 °C com componentes de matriz extracelular adquiridos
comercialmente (Sigma, EUA) em placas de poliestireno, previamente sensibilizadas
com 1 ug de laminina, colageno Tipo |, colageno Tipo IV, fibronectina celular,
fibronectina plasmatica, e albumina sérica bovina (BSA- como controle negativo)
diluidos em 100 pl de PBS 0,01 M pH 7,2. Apds 6 lavagens com PBS-Tween 0,05 %, as
proteinas aderidas foram retiradas com tampao de dissocia¢ao (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8,
2% dodecil sulfato de so6dio — SDS, 10% glicerol e 0,1% azul de bromofenol) e
aquecidas a temperatura de 100 °C por 5 min e entao submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% SDS (SDS/PAGE) em condi¢gdes desnaturantes (LAEMMLI,
1970; STUDIER, 1973).

As proteinas separadas por SDS/PAGE foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose (Hybond-ECL— Amersham) (TOWBIN et al., 1979) e bloqueadas com leite
desnatado (Nestlé) a 10 % em PBS 0,01 M pH 7,2 por 16-18 h. Apés bloqueio, as
membranas foram incubadas por 1 h com soro de coelho anti-sobrenadante de isolado
026 diluido 1:1.000, seguido da incubagdo com soro de cabra anti-coelho conjugado a
peroxidase 1:10.000 (Zymed). A ligacao dos anticorpos foi detectada utilizando-se
substrato para quimioluminescéncia (Pierce). Como padrdao de massa molecular foi

utilizado o Low marker weight (97 a 14,4 kDa — Amersham Biosciences).
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O ensaio foi repetido com a incubagao das proteinas dos isolados 2103 e 2459
com matrigel (um composto de componentes de matriz extracelular, constituido
principalmente de laminina e colageno V), sendo um gel transferido para a membrana

de nitrocelulose e submetido ao ensaio de immunoblotting como descrito acima.
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Figura 4. Esquema do ensaio de identificagdo das proteinas envolvidas na adesio do isolado
de EPECa a componentes de matriz extracelular.
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4 RESULTADOS

4.1 Reatividade do soro de coelho anti-sobrenadante do isolado 026

Inicialmente, avaliou-se por ensaio de ELISA a reatividade do soro anti-
sobrenadante do isolado 026 frente aos sobrenadantes concentrados dos isolados
3888, 2103 e 2459, utilizando-se o soro pré-imune como controle negativo. O soro

reconheceu proteinas do sobrenadante de todos os isolados (fig. 5).

Na titulagdao do soro observa-se uma maior reatividade com o antigeno com o
qual o animal foi imunizado (cepa C3888), que apresentou leitura de 1,801, na diluicao
1/500 do soro, enquanto que nessa mesma dilui¢do a reatividade foi semelhante entre
os isolados 2103 e 2459 (fig. 5). Diluicbes do soro menores do que 1/400 nao

resultaram em uma maior reatividade frente ao sobrenadante dos isolados.
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Figura 5. Reatividade do soro anti-sobrenadante de isolado O26 contra extrato protéico do
sobrenadante dos isolados C3888, 2103 e 2459 de EPEC atipica. Placa de ELISA
sensibilizada com 20 ug de proteinas do sobrenadante dos isolados 2103, 2459 e C3888. O
soro de coelho foi adicionado nas diluicbes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200 €
1:6.4000, seguido de uma incubagdo com soro de cabra anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase (1:5.000). Apods revelagdo com OPD e interrupg@o pela adi¢éo de 50 pl de H,SO, 8
N, as proteinas aderidas foram detectadas em espectrofotdmetro na absorbancia de 492 nm em
leitor de ELISA. O soro reconheceu proteinas do sobrenadante dos isolados 2103 e 2459 de
maneira semelhante e apresentou uma maior reatividade contra o antigeno com o qual ¢ animal
foi imunizado (cepa C3888).

Em um segundo momento, definiu-se a diluicdo do soro a ser utilizada nos
ensaios de adesao a componentes de matriz extracelular. Por ELISA, no ensaio de
adesao a matrigel com o sobrenadante do isolado 2103 observou-se que na diluicao
1:10.000 houve menor reatividade do sobrenadante com BSA que é utilizado como

controle negativo da adesao a MEC (fig. 6).
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Figura 6. Adeséao de proteinas do sobrenadante do isolado de EPEC atipica 2103 a matrigel e
BSA. Placas de poliestireno, revestidas com 20 pg de matrigel e albumina sérica bovina (BSA)
foram incubadas com 100 pl do sobrenadante do isolado 2103 na concentragéo de 20 ug. Foi
adicionado o soro de coelho (1:5.000) seguido de uma incubagdo com soro de cabra anti-IgG
de coelho conjugado a peroxidase (1:5.000). Apos revelagdo com OPD e interrupgdo pela
adicao de 50 pl de H,SO, 8 N, as proteinas aderidas foram detectadas em espectrofotdmetro na
absorbancia de 492 nm em leitor de ELISA. O isolado 2103 apresenta alta ligagdo a matrigel e
a diluicdo 1:10.000 foi definida para ser utilizada nos ensaios de adesdo a componentes de
matriz extracelular pois essa diluicdo apresentou menor reatividade inespecifica do
sobrenadante com BSA.

4.2 Adesdo aos componentes de MEC

4.2.1 ELISA da adesao dos isolados 2103 e 2459 aos componentes de MEC

Apos a definicao do titulo do soro investigou-se a capacidade dos isolados 2103
e 2459 de aderir aos diferentes componentes de MEC por ELISA. Na figura 7 observa-
se claramente a alta capacidade de adesao do isolado 2103 em relagdo ao isolado

2459 em ligar-se aos diferentes componentes de matriz extracelular
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O isolado 2103 aparentemente se liga aos diversos componentes de matriz
extracelular com diferentes intensidades. Em ordem decrescente, observa-se maior
interagdo com matrigel, seguida de laminina, colageno IV, fibronectina celular,

fibronectina plasmatica e colageno |.

A ligagao do isolado 2459 a todos os componentes foi moderada, se comparada
aquela observada para o isolado 2103. Além disso, observou-se uma maior

inespecificidade de interagao deste isolado com BSA.
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Figura 7. Liga¢&o de proteinas dos sobrenadantes de isolados de EPEC atipica 2103 e
2459 aos componentes de matriz extracelular (laminina; colageno I; colageno 1V; fibronectina
celular; fibronectina plasmatica e matrigel) e BSA. Placas de poliestireno, revestidas com 1 ng
dos componentes de MEC, matrigel e soro albumina bovina (BSA) foram incubadas com 100 pl
do sobrenadante dos isolados 2103 e 2459 na concentracido de 20 ug. Foi adicionado o soro
de coelho (1:10.000) seguido de uma incuba¢do com soro de cabra anti-lgG de coelho
conjugado a peroxidase (1:5.000). Apds revelacdao com OPD e interrup¢ao pela adi¢do de 50 pl
de H,S50,4 8 N, as proteinas aderidas foram detectadas em espectrofotometro na absorbancia de
492 nm em leitor de ELISA. O isolado 2103 se liga aos diferentes componentes de matriz
extracelular, em ordem decrescente a interagdo € matrigel, laminina, colageno 1V, fibronectina
celular, fibronectina plasmatica e colageno I. O isolado 2459 ndo apresenta essa capacidade
se comparada aquela observada para o isolado 2103. Além disso, observou-se uma maior
inespecificidade de interagéo deste isolado com BSA.
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4.2.2 Quantificagao da adesao aos componentes de MEC

Neste ensaio foram determinadas as unidades formadoras de col6nias dos
isolados 2103 e 2459 apés sua adesao aos diferentes componentes de matriz
extracelular. Os resultados obtidos no experimento anterior foram confirmados, como a
maior capacidade do isolado 2103 de EPECa em aderir fortemente aos componentes
de matriz extracelular enquanto que o isolado 2459 pertencente ao mesmo sorotipo nao

apresenta essa capacidade, ou ela é bastante diminuida (fig. 8).

Além disso, confirmou-se a ordem decrescente de capacidade de adesdo do
isolado 2103 aos componentes de matriz extracelular do isolado 2103: laminina,
colageno 1V, fibronectina celular, fibronectina plasmatica, colageno |, e a maior
capacidade de adesao aos componentes laminina, colageno IV e fibronectina celular e

em matrigel.
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Figura 8. Unidades formadoras de colénias dos isolados bacterianos de EPECa 2103 e 2459
aderidos &2 BSA e aos componentes de matriz extracelular: laminina; fibronectina celular;
fibronectina plasmatica; colageno I; colageno IV e matrigel. 1 x 10° células bacterianas dos
isolados 2103 e 2459 de EPECa foram incubadas a 37°C por 4 h. Em seguida, os pog¢os foram
lavados com PBS estéril, e as células bacterianas aderidas aos componentes de matriz foram
recuperadas com Triton X-100 0.1% (vol/vol) em PBS e plaqueadas em placas de LB agar em
diluicbes seriadas. O numero das bactérias aderidas foi determinado pela contagem das
coloénias em triplicata. O isolado 2103 de EPECa apresenta alta capacidade em aderir aos
componentes de matriz extracelular enquanto que o isolado 2459 pertencente ao mesmo
sorotipo ndo apresenta essa capacidade, ou ela é bastante diminuida.

4.3 Adesao em células HEp-2
4.3.1 Padréo de adesao

O isolado 2103 de EPEC atipica apresenta padrao de adesdo definido como
localizado like apés 6 horas de interacdo com as células epiteliais (fig. 9A, 9B). A pré-
incubacédo deste isolado com componentes de matriz extracelular mostrou uma variagao

no seu padrao de adesao, como mostra a figura 9. A pré-incubagao do isolado com
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fibronectina celular (fig. 9E) ou com laminina (fig. 9F) ou com colageno | (fig. 9G) ou
com colageno IV (fig. 9H) claramente modificou o padrao de adesao apés 6 horas de
incubagao com a célula epitelial, com a dispersao das bactérias sobre a célula epitelial,
que passou a apresentar o padrao semelhante ao definido como padrao difuso. Além
disso, percebe-se um maior nimero de bactérias aderidas em comparagao com o
controle, o que sugere que na presenga desses componentes, o isolado de EPEC
aderiu a novos sitios da superficie de células HEp-2.

A pré-incubagdo do isolado bacteriano com fibronectina plasmatica (fig 9D)
também provocou modificagao do padréo para padrao difuso, porém um menor nimero
de bactérias aderidas as células epiteliais foi verificado.

Com relagao a pré-incubagao com o substrato matrigel (fig 9I), foi verificado um
maior numero de bactérias aderidas as células epiteliais em relagdo ao controle e
também um fendmeno interessante. O padrdo verificado apds interagao com matrigel
foi semelhante a do tipo padrao localizado, que é caracteristico das EPEC tipicas. A

pré-incubagao com BSA nao influenciou o padrao do isolado.
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Figura 9. Efeito na adesao de 6 horas do isolado 2103 de EPEC atipica tratada com MEC. A.
2103 sem tratamento, B. 2103 controle sem tratamento, C. 2103 tratada com BSA, D. 2103
tratada com fibronectina plasmatica, E. 2103 tratada com fibronectina celular, F. 2103 tratada
com laminina, G. 2103 tratada com colageno |, H. 2103 tratada com colageno IV, I. 2103 tratada
com matrigel. 40 pl do cultivo bacteriano do isolado 2103 foram incubados com 25 ug/ml dos
componentes por 1 hora a 37°C e entdo submetidos a ensaio de adesao a células epiteliais. A
pré-incubacdo do isolado bacteriano com fibronectina celular ou com laminina ou com col | ou
com col IV claramente modificou o padrao de adesdo apés 6 horas de incubagcZo com a célula
epitelial, que passou a apresentar um padrdo de adesdo difuso. A pré-incubacdo com
fibronectina plasmatica provocou uma diminuicdo do nimero de bacténa aderidas e modificac@o
do padrao de ades&o, para adeséao difusa, enquanto que a interagcdo com matrigel modificou o
padréo para o tipo localizado.
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4 .3.2 Bactérias aderidas a células HEp-2

Como a pré-incubacgéo do isolado 2103 de EPECa com componentes de MEC
influenciou o seu padrao de adesao a células HEp-2, foi realizado ensaio para verificar
se esse procedimento também influenciaria no numero de bactérias aderidas.

A figura 10 mostra que a preincubagao do isolado 2103 a componentes de MEC
influencia no numero de bactérias aderidas a células HEp-2. Os componentes laminina,
colageno |, colageno 1V, fibronectina celular e matrigel provocaram um aumento no
namero de bactérias aderidas enquanto que o componente fibronectina plasmatica

provocou efeito contrario, de diminuicdo do numero de bactérias aderidas a células

epiteliais.
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Figura 10. Namero de bactérias aderidas a células HEp-2 do isolado 2103 de EPEC
atipica tratada com componentes de MEC. 40 pl do cultivo bacteriano do isolado 2103 foram
incubados com 25 pg/ml dos componentes por 1 hora a 37°C e entdo submetidos a ensaio de
quantificagdo de adesdo a células epiteliais. A preincubacéo do isolado 2103 com laminina,
colageno |, colageno 1V, fibronectina celular e matrigel provocou um aumento no numero de
bacterias aderidas as ceélulas epiteliais enquanto que a fibronectina plasmatica provocou efeito
contrario, de diminuigdo do numero de bactérias aderidas a células epiteliais.
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4.4 Ensaios de identificagao da(s) proteina(s)

Proteinas do isolado 2103 que haviam aderido aos componentes de matriz
extracelular foram removidas dos pogos de placas de ELISA e submetidas a
SDS/PAGE. Cinco proteinas majoritarias de massas moleculares aparentes de 124,
107, 44, 35 e 29 kDa puderam ser identificadas (fig. 11A). Essas cinco proteinas, de
mesma massa molecular aparente, foram também reveladas pelo soro anti-
sobrenadante de isolado 026 em ensaio de immunoblotting no isolado 2103, sendo trés
delas exclusivas deste isolado (fig- 11B). Elas apresentam massas moleculares
aparentes de 107, 44 e 35 kDa.

Como as mesmas proteinas foram reveladas com a preincubagao do isolado aos
diferentes componentes de matriz extracelular, conclui-se que as proteinas
responsaveis pela adesao do isolado 2103 aos componentes de matriz extracelular sao
as mesmas para os diferentes componentes e sao especificas para este isolado ja que
nao sao reconhecidas pelo soro anti-sobrenandante de isolado 026 no isolado 2459,
que nao tem a capacidade de ligagdo aos componentes de MEC (fig. 11C). As trés
proteinas numeradas na figura 11C correspondem aquelas tripsinizadas do gel para
identificagao por MALDI TOF.

Infelizmente, as analises realizad‘as nao mostraram resultados satisfatérios.
Somente a proteina de 44 kDa apresentou identidade com proteina ja descrita. No
entanto, essa identidade foi de apenas 14% com uma proteina de O157:H7 envolvida
no sistema de fusdo de membranas. Essa fungdo nao esta relacionada com

propriedades adesivas.
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Figura 11. A. Fragdes protéicas do extrato bacteriano do sobrenadante do isolado 2103
previamente incubado com matrigel separadas eletroforeticamente (SDS/PAGE 12%) e coradas
com nitrato de prata. B. Membrana de nitrocelulose contendo fragdes protéicas do extrato
bacteriano do sobrenadante do isolado 2103 previamente incubado com matrigel separadas
eletroforeticamente (SDS/PAGE 12%) foi incubada com anticorpo anti-C3888 (1:1.000) e soro
de cabra anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase diluido 1:10000. A ligacdo dos anticorpos
foi detectada utilizando-se substrato para quimioluminescéncia. C. Membrana de nitrocelulose
contendo fracdes protéicas dos extratos bacterianos dos sobrenadantes dos isolados 2103 e
2459 previamente incubados com I-laminina, Il- fibronectina celular, lll- fibronectina plasmatica,
IV- colageno |, V-colageno IV, VI- BSA. A membrana foi incubada com anticorpo anti-C3888
(1:1.000) e soro de cabra anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase diluido 1:10000. A ligagao
dos anticorpos foi detectada utilizando-se substrato para quimioluminescéncia. Apés adeséo
aos diferentes componentes de MEC, cinco proteinas do sobrenadante do isolado 2103, de
massas moleculares de 124, 107, 44, 35 e 29 kDa foram coradas e reveladas pelo soro anti-
sobrenadante de isolado O26 em ensaio de immunoblotting, sendo trés delas exclusivas deste
isolado em relagdo ao isolado 2459 e correspondem as proteinas de massa molecular aparente
de 107, 44 e 35 kDa.

(Nota da Biblioteca CQ: N3o foi possivel capturar a imagem fiel da Figura 11. A.)
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5 DISCUSSAO

Dentre as E. coli diarreiogénicas, as EPEC atipicas tornaram-se o agente
bacteriano mais comum em nosso meio. Diferentemente das EPEC tipicas, as EPEC
atipicas nao seguem um padrao Gnico de viruléncia, sugerindo que varios fatores de
viruléncia devem estar envolvidos neste processo. Assim, pesquisar e caracterizar
adesinas sao importantes contribuicbes no conhecimento do processo de adesao das
E. coli patogénicas.

Dentre essas investigagbes, os resultados ineditos obtidos no projeto de
mestrado conduzido por Caroline Magalhdes (MAGALHAES-CASTILHONE, 2007),
demonstraram a associagao entre a capacidade dos isolados de EPECa expressarem
enterohemolisina e a ligagcdo a componentes de matriz extracelular. Além dessa
associagao, chamou-nos a atencao a altissima capacidade de ligagao do isolado 2103
(026:H11) a esses comppnentes, sugerindo que este isolado apresenta proteina(s)
com caracteristicas de adesina(s). Por outro lado, o isolado 2459 também pertencente
ao sorotipo 026:H11 nao aderiu a estes mesmos componentes. Convém salientar que
os dois isolados apresentam alguns genes de viruléncia em comum.

Em EPEC atipica, intimina e EspA sio as adesinas mais bem conhecidas e com
papéis definidos na sua patogénese. No entanto, nenhuma dessas duas proteinas
mostrou capacidade de adesao a matriz extracelular, ou mesmo qualquer outra proteina
com essa caracteristica foi descrita nesse patétipo. O conjunto desses dados conduziu-
nos ao objetivo deste trabalho, visando a caracterizacdo da adesao desse isolado de
EPEC atipica (2103) a componentes de matriz extracelular.

Para tanto, a purificacao da(s) proteina(s) envolvida(s) nesse processo permitiria

a sua(s) identificacdo(des) e correlacado(des) a proteinas ja descritas, além de
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possibilitar o emprego dela(s) na imunizagdo de ratos para obtencdo de anticorpos
policlonais e utilizagao desses anticorpos em ensaios de caracterizagao.

Nesse sentido, varias tentativas de purificagcdo da(s) proteina(s) foram
realizadas, como purificagao por gel filtragao, purificacado por HPLC, por troca ibnica e
por afinidade ao colageno. As fragdes de todas as purificagbes foram submetidas ao
ensaio de adesao aos componentes de matriz extracelular, e em todos os experimentos
nao foi possivel localizar a fragdo com a(s) proteina(s) envolvida(s) na adesao, pois nao
houve predominancia na adesdo de uma fragdo a todos os componentes. Os ensaios
de purificagdo provavelmente levavam a uma modificagdo da sua atividade biologica e
com isso, decidiu-se adotar uma nova abordagem.

O soro anti-sobrenadante do isolado 026 utilizado no trabalho de mestrado de
Caroline Arantes Magalhaes-Castilhone (MAGALHAES-CASTILHONE, 2007) permitiu a
detécgéo da capacidade de adesao do isolado 2103 de EPECa por ensaios de ELISA
de ligacao aos componentes de matriz extracelular. Para a realizagao de experimentos
para a purificacao e caracterizagao das proteinas do isolado 2103 responsaveis pela
sua capacidade de adesao a MEC, seria necessaria a utilizagdo daquele soro. Como
nao dispunhamos de grande quantidade, decidiu-se obter mais soro, imunizando-se
coelho.

A avaliagao da reatividade do soro frente aos sobrenadantes dos isolados
C3888, 2103 e 2459 mostrou que o soro reconheceu proteinas do sobrenadante de
todos os isolados, sendo maior a reatividade com o antigeno com o qual o animal foi
imunizado (cepa 0388.8) e uma reatividade menor, porém semelhante entre os isolados

2103 (isolado estudado) e 2459 (isolado negativo) foi observada.
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No ensaio de adesdo aos componentes de matriz extracelular, somente o isolado
2103 aderiu de forma significativa aos componentes testados. Como o soro utilizado
reconheceu proteinas dos dois isolados no ensaio de ELISA e somente o isolado 2103
mostrou a capacidade de adesao, no qual foi utilizado o mesmo soro, pode-se afirmar
que a adesdo do isolado 2103 aos componentes de matriz extracelular é uma
caracteristica fenotipica especifica deste isolado. Além disso, podemos inferir que essa
capacidade nao esta relacionada ao antigeno O, pois o isolado 2459 pertence ao
sorogrupo do isolado 2103 (O26), sendo que s este apresenta capacidade de ligagao

a matriz extracelular.

Através desse ensaio, verificou-se que o isolado 2103 apresenta alta capacidade
de ligacdo aos componentes laminina, colageno IV e fibronectina celular, enquanto que
a habilidade € menos significativa em relagdo a capacidade de adesao a fibronectina
plasmatica e colageno I. Além disso, o isolado 2103 apresentou menor adesao
inespecifica com BSA do que o isolado 2459.

O soro anti-sobrenadante de isolado 026 permitiu o delineamento de um ensaio
para identificacao das proteinas envolvidas na adesado do isolado 2103 de EPECa a
componentes de matriz extracelular. As proteinas do sobrenadante dos isolados 2103
e 2459 aderidas aos componentes de matriz extracelular (laminina ou fibronectina
celular ou fibronectina plasmatica ou colageno | ou colageno V). foram separadas em
gel de poliacrilamida e transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose
com a qual se realizou ensaio de immunoblotting.

Cinco proteinas majoritarias de massas moleculares aparentes de 124, 107, 44,

35 e 29 kDa foram separadas. No ensaio de immunoblotting com essas proteinas,
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utilizando-se o soro anti-sobrenadante de isolado 026, proteinas de mesma massa
molecular aparente foram também reveladas. Como o soro foi o utilizado no ensaio de
adesdo aos componentes de matriz extracelular, provavelmente as proteinas
responsaveis pela adesao do isolado 2103 aos componentes de matriz extracelular sao
as reveladas pelo soro e sdao as que foram exclusivamente reveladas para o isolado
2103, que é o isolado com capacidade de adesdo aos componentes de matriz
extracelular. Além disso, as proteinas responsaveis pela adesao do isolado 2103 aos
componentes de matriz extracelular sao as mesmas para os diferentes componentes,
pois 0 soro reconheceu proteinas de mesma massa molecular aparente para a
incubagao do isolado com todos os componentes.

A proteina de 44 kDa apresentou identidade com uma proteina de O157:H7
envolvida no sistema de fusao de membranas, no entanto, com baixa cobertura. Sendo
sua fungao nao relacionada a propriedades adesivas. Outra possibilidade é que as
proteinas que estamos identificando nao tenham sido ainda descritas.

Para aprofundar a caracterizagdo da adesao do isolado 2103 de EPECa aos
componentes de matriz extracelular, outros ensaios foram realizados. No ensaio de
bactériaé aderidas aos componentes de MEC, corifirmaram-se os dados obtidos no
ensaio de ELISA de adesdo aos componentes de matriz extracelular. O isolado 2103
de EPECa apresentou maior nimero de unidades formadores de coldnia aderidas aos
componentes de matriz extracelular em relacdo ao isolado 2459, pertencente ao
mesmo sorotipo e sua ordem decrescente de adesao é: laminina, colageno 1V,
fibronectina celular, fibronectina plasmatica e colageno |.

O padréao de adesdo é um critério utilizado na classificacdo das E. coli

diarreiogénicas. O isolado 2103 de EPEC atipica apresenta padrao de adesao definido
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como localizado like apés 6 horas de interagdo com as células epiteliais. Como o
epitélio intestinal é constituido por componentes de matriz extracelular, € interessante
avaliar se a interagdo com esses componentes influencia o padrao de adesdo. Com
esse proposito, realizou-se um ensaio baseado em trabalho de Yavlovich et al. (2007).

Constatou-se que a pré-incubagdo do isolado com componentes de matriz
extracelular provocou uma variagdo no seu padrdo de adesdo. A pré-incubacédo do
isolado 2103 de aEPEC com componentes de matriz extracelular mostrou uma variagao
no seu padrao de adesao. A pré-incubac¢ao do isolado com fibronectina celular ou com
faminina ou com colageno | ou com colageno IV claramente modificou o0 padrao de
adesao apds 6 horas de incubagao com a célula epitelial, com a dispersao das
bactérias sobre a célula epitelial, que passou a apresentar o padrao semelhante ao
definido como padrao difuso. Além disso, percebe-se um maior nimero de bactérias
aderidas em comparagao com o controle, 0 que sugere que na- presenca desses
componentes, o isolado de EPEC aderiu a novos sitios da superficie de células HEp-2,
aparentemente pela formagao de uma ponte molecular entre a bactéria e componentes
da superficie da célula hospedeira (LAHTEENMAKI et al., 2005). Esse efeito nao foi
observado quando a pré-incubagao foi realizada com o controle; soro albumina bovina
(BSA).

Esse mesmo efeito foi observado em estudos cinéticos por Yavlovich et al (2007)
com o micro-organismo M.fermentans que na presenga de colageno tipo lll, colageno
tipo V e plasminogénio marcadamente aumentou seu nivel maximo de aderéncia a
células epiteliais.

Assim, provavelmente a habilidade de EPEC em aderir a célula hospedeira é

marcadamente aumentada por um cross-talk entre adesina bacteriana, proteinas da
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MEC e receptores da célula hospedeira. Portanto, proteinas bacterianas que
seletivamente aderem a MEC, utilizam-se desses componentes para ter acesso a célula
hospedeira (ALMEIDA et al., 1999; JETT, GILMORE, 2002).

A pré-incubacao do isolado bacteriano com fibronectina plasmatica tambéem
provocou modificagdo do padrao para padrdao difuso, porém um menor nimero de
bactérias aderidas as células epiteliais foi verificado.

Com relagao a pré-incubagdo com o substrato matrigel, foi verificado um maior
numero de bactérias aderidas as células epiteliais em relagao ao controle e também um
fenbmeno interessante. O padrao verificado apés interagdo com matrigel foi
semelhante a do tipo padrao localizado, que € caracteristico das EPEC tipicas.

Esse ensaio também foi realizado através da contagem de unidades formadoras
de colbnias aderidas as células HEp-2. Os resultados mostraram que a preincubacao
do isolado aos componentes laminina, fibronectina celular, colageno IV e matrigel
(substrato contendo principalmente laminina, colageno IV e fibronectina) provocaram
um aumento no numero de bactérias aderidas enquanto que os componentes
fibronectina plasmatica e colageno | provocaram efeito contrario, de diminuicdo do
numero de bactérias aderidas a células epiteliais, confimando os resultados do

experimento de adesao de 6 horas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem algumas conclusoées:

O isolado 2103 de aEPEC apresenta alta capacidade de adesdo aos
componentes de matriz extracelular, sendo que o isolado 2459 de mesmo sorotipo
nao apresenta essa capacidade;

A ordem de capacidade de adesao aos componentes de MEC é MG, Col IV,
Lam, FC, FP, Col [;

Houve modificacdo no padrao de adesao do isolado 2103 de aEPEC as células
epiteliais e no nimero de bactérias aderidas a essas células apoés ligagao da bactéria
aos componentes de matriz extracelular;

As provaveis proteinas responsaveis pela ligagdo do isolado 2103 de aEPEC

sorotipo 026:H11 tem massa molecular aparente de 107 kDa, 44 kDa e 35 kDa.
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