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RESUMO
Sturbelle, Régis Tuchtenhagen, Universidade Federal de Pelotas, outubro de 2009.
UTILIZACAO DO QUORUM SENSING NA EXPRESSAO DE ANTIGENOS
VACINAIS EM Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA. Orientador: Fabio Pereira

Leivas Leite.

Um dos maiores problemas sanitarios que causam prejuizo a suinocultura é a
diarréia causada por Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC). Esta é a causa
infecciosa mais comum de mortalidade em animais em aleitamento e no periodo
pds-desmame. Os fatores primarios de patogenicidade desta bactéria sdo as
fimbrias, que as ancoram a receptores especificos dos enterécitos permitindo que as
enterotoxinas, toxinas termo estaveis (ST) e toxinas termo labeis (LT) desencadeiem
uma sucessao de eventos levando a diarréia. Outra estrutura é o flagelo que possui
um papel na estimulacdo de células na producédo de citocinas pré-inflamatérias
através da interacdao com receptores Toll-like 5 (TLR5), sinalizando o recrutamento e
ativacdo de células, desta forma ampliando a inflamacdo local bem como a
apresentacdo de antigeno aos linfécitos. Quorum Sensing é um sistema de
sinalizacao entre as bactérias, os quais produzem substancias denominadas de
auto-indutores (Al). Quando os auto-indutores alcancam uma determinada
concentragao, decorrente do aumento da densidade celular ocorre uma ativagéo de
fatores transcricionais que acabam regulando a expressao génica. As catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina), produzidas pelas células nervosas, utilizam a via de
sinalizacao do auto-indutor tipo 3 (Al-3) que tém um papel significante na expressao
génica, estimulando o crescimento e a expressdao de fatores de viruléncia de
Escherichia coli. O objetivo deste estudo foi utilizar o sistema de sinalizagdo “Quorum
Sensing” para induzir a expressao “in vitro” de antigenos vacinais de Escherichia coli
Enterotoxigénica cultivadas em diferentes condicées de inducdo mediada pelos
meios condicionados (mc). Diferentes concentragbes de mc foram utilizadas, sendo
que o0 maior crescimento inicial e a maior expressao de antigenos de interesse foram
obtidos com 50% de meio condicionado adicionado de 500 uM de adrenalina. No
ensaio de motilidade foi observado um aumento de 16 vezes em relagcao ao controle.
Pelas técnicas de ELISA, hemaglutinacao, inibicao da hemaglutinacéa e Dot blot foi
observado uma maior expressao de fimbria (F4) e pelas técnicas de Dot blot, ELISA
e RT-PCR foi observado aumento da expressao de LT. Baseado nesses dados



testou-se uma bacterina utilizando 50% de mc e 500 yM de adrenalina com Al(OH)3
como adjuvante. Foram utilizados camundongos Swiss fémeas com 5 semanas de
idade que foram vacinados por via subcutdnea com 250 pL nos dias 0 e 14. A
avaliagdo da resposta imune foi realizada através de soroconversao frente aos
antigenos estudados por meio de ELISA e inibicdo da hemaglutinacdo. O grupo
vacinado com a bacterina com mc obteve uma soroconversdo significativamente
superior ao grupo controle. Estes resultados sugerem que a presenca de mc com
adrenalina sdo capazes de ativar a expressao de importantes antigenos vacinais,

tornando desta forma a bacterina mais eficiente.

Palavras-chave: Quorum sensing, meio condicionado, Escherichia coli, colibacilose

suina.



ABSTRACT

Sturbelle, Régis Tuchtenhagen, Universidade Federal de Pelotas, outubro de 2009.
THE USE OF QUORUM SENSING FOR EXPRESSION OF VACCINAL ANTIGENS
OF Escherichia coli ENTEROTOXIGENIC. Adviser: Fabio Pereira Leivas Leite.

One of the most important sanitary problems that cause economic losses in swine
industry is the diarrhea caused by Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC). It is the
main infectious cause of mortality for animals in suckling and post-weaning periods.
Their primary factors of pathogenicity are the fimbriae, which bond the bacteria to
specific receptors of the enterocytes. This causes a succession of events, brought
about by the enterotoxins, the stable toxins (ST) and heat-labile toxins (LT), leading
to diarrhea. Another important structure is the flagellum, which has an important role
in cell stimulation to produce pro-inflammatory cytokines through the interaction with
Toll-like receptors (TLR5), signaling cell recruitment and activation, thus increasing
local inflammation as well as antigen presentation to lymphocytes. Quorum Sensing
is a signaling system among bacteria that uses substances denominated auto-
inducers (Al). When the auto-inducers reach a certain concentration, due to an
increase of cell density, there is an activation of transcriptional factors, which regulate
the gene expression. The catecholamines (adrenaline and noradrenalin), produced
by nervous cells, use the auto-inducer type 3 (Al-3) pathway. These have a
significant role in gene expression as they stimulate the growth and the expression of
virulence factors of the Escherichia coli. The goal of the present study was to produce
experimental vaccines containing total cultures of ETEC cultivated in different
induction conditions, mediated by the conditioned media (mc) so as to study the
expression of vaccine antigens. Different concentrations of mc were used, with the
50% of conditioned media added with 500 uM of adrenaline having the major initial
growth and antigen expression. In the motility assay, a sixteen-fold increase was
observed in comparison to the control. By the ELISA, hemoagglutination,
hemoagglutination inhibition and Dot Blot techniques, a higher expression of fimbriae
(F4) was observed, whereas by Dot Blot, ELISA and RT-PCR techniques an increase
of LT expression was observed. Based on this data a bacterin was prepared using
50% of mc and 500 uM of adrenaline, with Al(OH); as an adjuvant. Five weeks old
Swiss female mice were vaccinated twice with 250 L subcutaneously on days 0 and



14. The vaccine immune response was evaluated by ELISA and hemoagglutination
inhibition. The mc bacterin vaccinated group respond with a seroconversion
significantly higher that the control group. These results suggest that the presence of
mc with adrenaline is capable of activating the expression of important vaccine
antigens, therefore making bacterin more efficient.

Key-words: Quorum sensing, conditioned media, Escherichia coli, swine colibacillosis.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

As caracteristicas fenotipicas de uma bactéria sdo determinadas pelo seu
gendtipo e pelo ambiente. As bactérias estdo expostas a uma ampla gama de
alteracbes nas condicbes ambientais que podem envolver temperatura, pH,
concentragdo de oxigénio e disponibilidade de nutrientes. Embora as bactérias
tenham ampla distribuicdo e podem ser encontradas nos diversos ambientes, cada
grupo bacteriano esta adaptado a condicdes que proporcionam condicdes ideais de

crescimento, permitindo um potencial maximo de sobrevivéncia.

Alteracdes nas condicbes ambientais requerem rdpida adaptacdo para
assegurar a sobrevivéncia da populacdo. Para se adaptar, a bactéria deve produzir
algum componente estrutural ou funcional que Ihe assegure a sobrevivéncia em
novas condicées ambientais. Do ponto de vista energético, a sintese de compostos
organicos requer processos altamente dispendiosos para a célula. Portanto, regular
os tipos e quantidades de compostos que serdo sintetizados € muito efetivo para a
otimizacdo do crescimento de uma populacdo bacteriana (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2002).

A sintese de enzimas especificas como resposta a uma nova condicao
envolve a expressao de genes especificos, 0 que por sua vez, requer a existéncia de
mecanismos de regulacdo génica. A regulacao pode afetar qualquer passo da
expressao génica, incluindo o inicio ou término da transcricdo, a traducao, ou a
atividade dos produtos génicos (ALBERTS et al., 1998).

Existem duas categorias basicas de regulagcdo génica: a inducdo da
expressao génica e a repressao da expressao génica. A inducao da expressao de
um ou mais genes resulta na sintese de enzimas cujos substratos se tornaram
presentes em uma célula. Por outro lado, a repressado da expressao génica impede
gque uma ou mais enzimas continuem a ser produzidas porque os produtos da

atividade enzimatica atingiram uma concentracao ideal ou limite na célula.

A inducdo da expressdo geralmente resulta na sintese de enzimas
catabdlicas em resposta a presenca, no meio, de um substrato para uma
determinada via metabdlica, enquanto que a sintese de enzimas biossintéticas €

reprimida pelo produto final de uma via metabdlica. Dentro dessas duas categorias
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de regulacado génica existem varios mecanismos reguladores e que vao determinar

se um produto génico em particular sera ou nao sintetizado.

Quorum Sensing é um sistema de sinalizacao entre as bactérias, as quais
produzem substancias denominadas de auto-indutores (Al) que ao atingirem uma
determinada concentracdo, decorrente do aumento da densidade celular,
desencadeiam a ativagcdo de fatores transcricionais que acabam regulando a
expressao génica. Em bactéria Gram-Negativas existem basicamente trés tipos de
(Al): Al-1, associado a comunicacao intra-especifica, Al-2, responsavel pela
comunicacao inter-especifica e Al-3, responsavel pela ativacao génica inter-reinos.
As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) produzidas pelas células nervosas de
mamiferos podem utilizar a via de sinalizacao do auto-indutor tipo 3 (Al-3) que tém
um papel significante na expressao génica bacteriana, estimulando o crescimento,

aderéncia epitelial e a expressao de fatores de viruléncia de Escherichia coli.

A diarréia causada por Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) é um dos
problemas sanitarios que mais causam prejuizo a suinocultura. Esta é a causa
infecciosa mais comum de mortalidade em neonatos e também no periodo pos-
desmame. O agente é comensal do intestino delgado e para causar a doenca
precisa ser capaz de aderir a mucosa e de produzir toxinas. A adesdo é mediada
pela presenca de apéndices fimbriais protéicos. As cepas produtoras de diarréias em
suinos sintetizam como fatores primarios de patogenicidade, fimbrias dos sorotipos
F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P) e F41.

Como a diarréia ocorre nos primeiros dias de vida, ndo € possivel vacinar os
animais de risco. A estratégia adotada tem sido a vacinacao das fémeas durante a
gestacdao. A protecao aos leitbes é dada pelo colostro que é capaz de conferir
imunidade contra E. col. Desde a década de 70, quando foi comprovada a
participacao das fimbrias como fatores primarios de patogenicidade, estas estruturas
tém sido utilizadas como imundgeno para induzir a sintese de anticorpos que
bloqueiam a aderéncia bacteriana (FURER et al.,1982). Também tem sido
demonstrado que a toxina Termo-Labil (LT), na composicao de vacinas atua de
forma eficiente, induzindo a sintese de anticorpos especificos e protetores (RIISING;
MURMANS; WITVLIET, 2005).

Tendo em vista a ocorréncia de falhas no processo de vacinacdo com as
bacterinas comercialmente utilizadas, a hipétese do presente estudo € que a
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utilizacdo de meio condicionado (mc) adicionado aos meios de cultura induzirdo a
expressao de antigenos vacinais importantes que normalmente ndo sdo expressos,
ou pouco expressos por falta de estimulos especificos. Dessa maneira, nesse
sistema de producdo, sera possivel a obtencdo de um melhor imunégeno, pois
antigenos que sao expressos em baixa quantidade ou nao sao expressos ‘in vitro”
estardo compondo essa bacterina. Assim, esta serd capaz de induzir uma resposta
imune mais eficiente, protegendo os animais da doenca e dessa forma evitando

prejuizos econémicos.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

>

O presente trabalho teve como objetivo utilizar o sistema de sinalizacao
“Quorum Sensing” para induzir a expressao “in vitro” de antigenos vacinais de

Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC).

2.2 Objetivos Especificos

>

Estudar o efeito da adicdo de meio condicionado (mc) aos meios de culturas
na expressao de fimbria F4;

Estudar o efeito da adicdo de meio condicionado (mc) aos meios de culturas
na expressao de Toxina Termo-Labil;

Estudar o efeito da adicdo de meio condicionado (mc) aos meios de cultura na
motilidade;

Analisar por RT-PCR a expressao de Fimbria e da Toxina Termo-Labil;

Testar vacinas produzidas com este sistema de inducdo quanto a sua

eficiéncia em camundongos.
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3.0 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Regulacao Génica em Bactérias

No cromossomo bacteriano situam-se todos o0s genes essenciais para o
metabolismo, sobrevivéncia e reproducao da célula bacteriana. Os plasmidios,
moléculas menores, sdao também formados por DNA circular de fita dupla e sao
capazes de se auto-replicarem independentemente do DNA cromossémico
(MATHEWS; VAN HOLD; AHERN, 2000). Os genes para multiplos fatores de
viruléncia frequentemente estdo juntos em grandes blocos chamados de ilhas de
patogenicidade (PAls) (RUSSO; JOHNSON, 2000). Presume-se que 0s genes para
os fatores de viruléncia organizan-se nessas PAls pois ganham vantagens quando
presentes em grupo e sendo assim sdo transmitidos horizontalmente para outra
bactéria (JOHNSON; RUSSO, 2002 ). PAls sao regidées que carreiam um ou mais
genes de viruléncia; estdo presentes no genoma de bactérias patogénicas, mas
ausentes do genoma de representantes nao patogénicos da mesma espécie ou
espécie intimamente relacionada (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Genomas bacterianos estdo organizados em unidade de expressao, também
chamada de unidade de transcricdo, que pode conter mais de um gene com um
unico promotor realizando a regulacdo de sua transcricdo, e dando origem a um
transcrito Unico contendo todos os genes a serem traduzidos. Neste caso trata-se de
um operon, ou seja, um grupamento de genes adjacentes sob controle do mesmo
promotor sendo, portanto, uma unidade genética de expressdo coordenada. E uma
forma de aperfeicoar o processo, colocando proximos 0s genes que executam
fungdes relacionadas (BONATO, 2004).

Na natureza, as bactérias apresentam-se como grupos coerentes capazes
de habitar nichos ecolégicos diversos (LASDUNSKI; VENTRE; STURGIS, 2004).
Sendo assim, os microrganismos possuem diversos sistemas de regulacao génica
que permitem respostas aos estimulos ambientais e adaptacdo as flutuacoes
ocorridas no meio (WITHERS; SIMON; WILLIAMS, 2001; WHITEHEAD et al., 2001).

Diversos fatores ambientais podem levar a ativacdo ou repressao de
determinados genes. A expressdo génica diferenciada pode ser mediada por
mecanismos de transducdo de sinais como, por exemplo, os sistemas de dois
componentes (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000), por fatores sigma
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(WOSTEN, 1998) e por mudancas topolégicas no DNA mediadas ou ndo por
proteinas (WHITEHEAD et al., 2001).

3.2 Quorum Sensing

Quorum Sensing (QS) é um mecanismo de transducao de sinal pelo qual
bactérias podem modular diversas fung¢des celulares (SMITH; FRATAMICO; NOVAK,
2004) dentre elas a expressdo de fatores de viruléncia (LYON; MUIR, 2003),
formagao de biofiime (MCLEAN et al., 1997), bioluminescéncia (DEFOIRDT et al.,
2008), conjugacao (HE et al., 2003), esporulacdo (VEENING; HAMOEN; KUIPERS,
2005) e motilidade (RASMUSSEN et al., 2000) de acordo com a densidade

populacional.

QS é um sistema de sinalizacdo entre as bactérias, os quais produzem
substancias denominadas de auto-indutores (Als). Quando uma concentracao critica
destas moléculas é alcancada no meio externo, o que corresponde a uma alta
densidade celular ou quorum, toda a populagcdo pode entdo iniciar uma acao
conjunta com a expressao coordenada de determinados genes (SMITH;
FRATAMICO; NOVAK, 2004;TJALSMA et al., 2004). Quando os Als alcancam uma
determinada concentracao, decorrente do aumento da densidade celular, ocorre uma
ativacdo de fatores transcricionais que acabam regulando a expressdo génica.
Varios pesquisadores tém utilizado este sistema de sinalizagdo Quorum Sensing
para melhor entender a patogenicidade das bactérias (SURETTE; MILLER,;
BASSLER, 1999; SPERANDIO et al., 2001 ).

Enquanto as bactérias Gram-Positivas utilizam peptideos modificados como
moléculas sinalizadoras (SCHAUDER et al., 2001), a grande maioria de bactérias
Gram-Negativas utilizam N-acil homoserina lactonas (AHLs). As AHLs diferem no
tamanho e composicdo da sua cadeia acil lateral N-ligada, o que fornece a
especificidade do sinal. As cadeias acil variam de 4 a 14 atomos de carbono,
podendo conter uma ou mais duplas ligacdes € um grupo carbonila ou hidroxila no
terceiro carbono (CAMARA; DAYKIN; CHHABRA, 1998).

Em bactérias Gram-Negativas, o sistema QS possui, basicamente, quatro
caracteristicas principais: sintese e acumulo da molécula indutora por uma proteina

sintase; ligacdo do indutor a proteina receptora; ligacdo da proteina receptora
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ativada a regido promotora do gene alvo, atuando como regulador transcricional e;

ativacao ou repressao de caracteristicas fenotipicas especificas (GRAM et al., 2002).

Em patdgenos, por exemplo, uma expressao génica de fatores de viruléncia
reduzida é mantida quando a densidade populacional encontra-se baixa, evitando
que o organismo hospedeiro inicie uma resposta imune. Quando um numero
suficiente de bactérias é alcancado, ha a expressdo dos genes de viruléncia e,
assim, as bactérias sao capazes de vencer as defesas do hospedeiro
(DONABEDIAN, 2003). As bactérias apresentam vantagens ao expressarem
determinados genes somente quando a densidade populacional é suficiente mente
alta. O sistema pode conferir a célula economia de energia, pela ndo expressao de
fenétipos requeridos somente em populacdes altas quando a densidade populacional
€ baixa (GRAM et al., 2002). Um gasto desnecessario de energia seria realizado se
as bactérias comecassem a produzir estes fatores antes que uma populagdo minima
fosse atingida (GREENBERG, 2000).

QS foi primeiramente descrito na regulacao da bioluminescéncia em Vibrio
fischeri (NEALSON; PLATT; HASTINGS, 1970). V. fisheri € uma bactéria Gram-
Negativa, bioluminescente, marinha, aerdbica facultativa, que vive tanto como
simbionte em certos 6rgaos de peixes marinhos e lulas e, como um organismo de
vida livre na agua do mar. Quando ocorre baixa densidade bacteriana na agua do
mar, as bactérias ndo emitem luz. No entanto, quando existe alta densidade celular
no interior dos 6rgaos, a populacado emite luz e torna-se bioluminescente (MEIGHEN,
1994).

As aguas habitadas por esses organismos sdo geralmente rasas e, a noite, a
Lua é a unica fonte de luz disponivel. Os predadores podem detectar com facilidade
as sombras de suas presas se movimentando a frente da luz da Lua. No entanto, a
producédo de luz no érgao luminoso da lula mascara sua sombra, diante da luz da
Lua, confundindo seus predadores. Assim, as bactérias luminescentes garantem
abrigo e um ambiente farto em nutrientes. Ja quando estdo dispersas no mar, a
producao de luz seria um gasto desnecessario de energia, pois nao traria qualquer
vantagem (RUBY; MCFALL-NGAI, 1992; RUBY, 1996).

O operon da luciferase em V. fischeri € regulado por duas proteinas, Luxl, que
€ responsavel pela producdao do auto-indutor N-acil-homoserina-lactona (AHL) e
LuxR, que é ativada por este auto-indutor para aumentar transcricdo do operon da
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luciferase (ENGEBRECHT, NEALSON, SILVERMAN, 1983; ENGEBRECHT;
SILVERMAN, 1984). A partir dessa primeira descricdo, homélogos de LuxR-LuxI
foram identificados em outras bactérias e, em todos esses sistemas LuxR-Luxl, as
bactérias produzem um auto-indutor AHL, que se liga a proteina LuxR e regula a
transcricdo de varios genes envolvidos em uma variedade de fenétipos (DAVIES et
al., 1998; PARSEK; GREENBERG, 2000). Um grande numero de outras bactérias
Gram-Negativas possuem o tipo de proteinas Luxl/R e utiliza o sistema de
comunicagao com sinais AHL (MANEFIELD; TURNER, 2002). Estes sistemas séo
utilizados, sobretudo para comunicacdo intra-especifica como extrema
especificidade (FUQUA, 1999).

Bactérias da espécie Vibrio harveyi apresentam um sistema de sensoriamento
populacional diferente e alternativo daquele observado em V. fischeri Neste
microrganismo, existem dois sistemas de sensoriamento populacionais
independentes, cada qual sintetiza, detecta e responde a moléculas sinais
especificas para controlar a bioluminescéncia. Um destes sinais, Al-1 (4-OH-C4-
HSL), é codificado por dois genes luxL e luxM, nenhum deles similar a lux/ de V.
fischeri (BASSLER et al., 1993). O segundo auto-indutor, Al-2, é um furanosil borato
diéster (BASSLER et al., 1993). Al-1 e Al-2 sao detectados pelas proteinas sensoras
LuxN e LuxPQ, respectivamente (FREEMAN; LILLEY; BASSLER, 2000). Ao
contrario de V. fischeri, a transdugao de sinal via Al-1 e Al-2 envolvem uma cascata de
fosforilacdo (BASSLER et al., 1993). Em alta densidade populacional, os sensores
LuxN e LuxPQ detectam seus respectivos indutores, Al-1 e Al-2, que convertem
LuxN e LuxQ para fosfatases (FREEMAN; LILLEY; BASSLER, 2000). A codificacao
de Al-2 pelo luxS foi encontrado na metade das bactérias que tiveram seu genoma
seqlienciado e isso leva a hipétese de que as bactérias utilizam essa molécula para
comunicacao intra-especifica e inter-especifica (XAVIER; BASSLER, 2003).

Nos mamiferos, os horménios adrenalina e noradrenalina tém demonstrado
similaridade com Al-3 no sistema Quorum Sensing. Ambos podem substituir o Al-3
na regulacdo da expressdao dos genes de viruléncia de Eschericha coli
Enterohemorragica (SPERANDIO et al., 2003). Al-3 e adrenalina / noradrenalina s&o
reconhecidos pelo mesmo receptor. Um dos receptores conhecido para a detecgao
desses sinais é o sistema de dois componentes QseBC. O QseBC responde a Al-3 e

adrenalina / noradrenalina e regula a transcricdo das proteinas que compdem o
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flagelo, bem como a sua prépria transcricdo (SPERANDIO; TORRES; KAPER, 2002;
CLARKE; SPERANDIO, et al., 2003; SPERANDIO, 2005;).

3.3 Escherichia coli

No género Escherichia sdo classificadas cinco espécies: E. coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii € E. vulneris, porém a espécie E. coli € considerada a espécie de
importancia do género (HOLT et al.,, 1994; CAMPOS; TRABULSI, 1999). Os
organismos da espécie E. coli sdo Gram-Negativos, possuem a forma de bastonetes,
nao formam esporos, geralmente sdo moveis pela presenca de flagelos peritriquios,
existindo também cepas imdveis, algumas possuem capsula e sao considerados
como parte da microbiota normal do trato intestinal do homem e da maioria dos
animais de sangue quente (DOYLE; CLIVER, 1990).

O genoma de forma circular apresenta 4,0 x 10° pares de bases com peso
molecular de aproximadamente 2,5 x 10° daltons. E. coli é sorotipada baseada no
lipopolissacarideo (LPS) antigeno O, antigeno flagelar H e antigenos de superficie.
Usando as combinagées de O e H é possiveil a obtencdo de mais de 10.000
sorotipos O:H. O antigeno capsular K, foi utilizado para representar o antigeno
fimbrial, por causa de sua intima associagdo com a capsula, porém uma nova
nomenclatura foi introduzida, classificando as fimbrias com antigeno F (ROBINS-
BROWNE; HARTLAND, 2002). Esta espécie apresenta diferentes categorias
conhecidas, com relacao as infeccdes intestinais: E. coli Enterotoxigénica, E. coli
Enteroinvasora, E. coli Enteropatogénica, E. coli Enterohemorragica, E. coli
Enteroagregativa e E. coli que adere difusamente (BOUCKENOOGHE et al., 2002).

3.4 Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) e colibacilose suina

Escherichia coli € uma importante causa de diarréia em suinos recém-nascidos
e de recria, e é responsavel por perdas econémicas em granjas de todo o mundo
(MOSELEY et al., 1986; KHAC et al., 2006). Esta é a causa infecciosa mais comum
de mortalidade em neonatos e também no periodo pés desmame (ZHANG, 2007).

Os disturbios gastrintestinais sao resultados da intensificacdo da producao e
falhas no manejo dentro da suinocultura. A fase mais critica para os leitbes € o

periodo pés-desmame, pois uma série de eventos estressantes atinge estes animais
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tornando-os predispostos a problemas entéricos (BERTOL; BRITO, 1998;
TSILOYANNIS et al.,, 1998; MORES; AMARAL, 2001; RANTZER; SVENDSEN,
2002). As diarréias sao as mais importantes causas de mortalidade, atraso no
crescimento e decréscimo na taxa de conversdao alimentar em leitdes, gerando
perdas econdmicas severas (MELIN et al., 1998; PEJSAK et al., 1998). A literatura
atribui ao patotipo Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) a principal categoria de
diarréia causadora de infecgdes entéricas em suinos (GYLES, 1994; NAGY;
FEKETE, 1999; FRANCIS, 2002; FRYDENDAHL, 2002; ZANG et al.,, 2007
AMEZCUA; FRIENDSHIP; DEWEY, 2008;).

Esse fato é observado principalmente em rebanhos de porcas jovens,
considerando que leitbes nascidos de porcas mais velhas, mostram menor
vulnerabilidade. As vacinagdes das porcas sdao capazes de imunizar os leitdes, por
transferéncia de anticorpos contra E. coli, via colostro (KOHLER, 1974; AVILA et al.,
1986).

Inicialmente as vacinas eram produzidas com culturas de ETEC inteiras
(bacterinas), mas foi demonstrado que a adicdo de fimbrias purificadas em tais
vacinas aumentavam a protecdo dos leitbes (NAGY et al., 1978). Também foi
demonstrado que fimbrias F4 (K88), F5 (K99) e F6 (987P) poderiaM induzir protecao
contra E. coli Enterotoxigénica que expressam antigenos homoélogos (RUTTER et al.,
1976; MORGAN et al., 1978).

As fimbrias de E. coli diarreogénica, assim como outros fatores de
patogenicidade, enterotoxinas, colicinas, hemolisinas, sdo codificados em plasmidios
(MILON, 1993). Sua sintese depende da ativacdo de um operon que codifica varias
proteinas, a maior parte delas envolvidas na exportacdo, montagem e ancoragem
das fimbrias. Para que elas sejam exportadas € necessario que todos os genes do
operon sejam expressos (MILON, 1993).

E. coli Enterotoxigénica que causam diarréias em animais apresentam cinco
diferentes tipos de fimbrias, F4 (K88), F18, F5 (K99), F6 (987P), e F41. As fimbrias
F5, F6 e F41 sdo normalmente associadas a ETEC que causam diarréia em suinos
neonatos, enquanto F4 e F18 estdo mais relacionadas a diarréia pds-desmame
(WILSON; FRANCIS, 1986; FRYDENDAHL, 2002; VU-KHAC; HOLODA,;
PILIPCINEC, 2004; FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005; NAGY; FEKETE,
2005; DO et al., 2005).
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Diarréias que ocorrem em animais e/ ou homem séo freqiientemente devidas
a infecgdes ocasionadas por tipos de E. coli Enterotoxigénica (ETEC), Vero - ou
Shiga- toxina (VTEC ou STEC), Necrotoxigénica (NTEC), Enteropatogénica (EPEC),
Enterohemorragica (EHEC), Enteroagregativa (EAggEC), e Enteroinvasiva (EIEC)
(NAGY; FEKETE, 2005). Destes patotipos, ETEC é a causa mais importante e global
de diarréia severa, em bovinos recém nascidos e suinos no periodo de
amamentacdo e péds-desmame. De forma interessante, € muito raro em outros
animais de criacdo como coelhos, cavalos e aves, pois estes nao possuem
receptores responsaveis pela aderéncia da bactéria aos enterécitos. No homem
ETEC é reconhecido como uma das mais frequientes (as vezes fatal) causas de
diarréia de infancia nos paises em desenvolvimento, e como agente causativo
importante da diarréia de viajante (DALTON et al., 1999; BOUCKENOOGHE et al.,
2002;).

ETEC sdo conhecidas por se aderir ao epitélio intestinal sem induzir
significantes mudancgas morfolégicas. Elas produzem proteinas (enterotoxinas) que
alteram as funcodes de enterdcitos, aumentando a secrecao e reduzindo a absorcao.
Assim, os principais fatores de viruléncia atribuidos a ETEC sdo as adesinas,
apéndices chamados fimbrias e as enterotoxinas (BERBEROV et al., 2004; ZHANG
et al., 2006). Uma vez estabelecida a colonizacdo intestinal, ETEC pode produzir LT,
e/ ou ST que agem nos enterdcitos, provocando diarréia secretéria (SEARS; KAPER,
1996).

Outra importante estrutura bacteriana € o flagelo. Este faz parte do
mecanismo sensorial da bactéria que permite ao microrganismo responder a
estimulos quimiotaticos ou simplesmente evitar um ambiente desfavoravel. A
flagelina é a principal proteina constituinte do flagelo, que séo apéndices superficiais
que estdo envolvidos na locomogao bacteriana. Recentemente, foi demonstrado que
o flagelo possui um papel importante na estimulacdo de células, na expressao e
secregao de citocinas pré-inflamatérias através da interagdo com receptores Toll-like
5 (TLR5) (GOLDSBY et al., 2003). Bambou et al., (2004), demonstrou que a flagelina
de E. coli estimula os enterdcitos a expressar e secretar a citocina IL-8 que é um
potente quimiotatico e ativador de neutréfilos. A sinalizacdo através do TLR pode
ainda aumentar o recrutamento e ativacdo de células imunes bem como a
apresentacao de antigeno as células T (KOOYK; GEIUTENBEEK, 2003), sugerindo
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que o flagelo possui papel importante na patogenia da ETEC até entdo pouco
estudado. Recentes trabalhos demonstram vantagens no uso da flagelina como
adjuvante de mucosa, mostrando resultados atrativos e promissores na utilizacao
deste antigeno (PINO; MARTIN; MICHALEK, 2005; HONKO et al., 2006; LEE et al.,
2006).

Em adicao aos fatores de viruléncia, ETEC muitas vezes possui um gene
hlyA responséavel pela producao de a-hemolisina. A presenca de a-hemolisina € de
facil confirmacao, indicado pela presenca de zonas claras de hemolise circundante
em colbnias crescidas em agar sangue (FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005).
As hemolisinas sdo proteinas que sao secretadas extracelularmente (exoproteinas)
por algumas cepas de E. coli, as quais possuem uma acgao citotéxica, provocando lise
em uma variedade de tipos de células incluindo eritrécitos, fibroblastos e leucécitos
(CAVALIERI; BOHACH; SNYDER, 1985; KONIG et al., 1986). Zhang et al., (2007),
analisando a prevaléncia de fatores de viruléncia em E. coli isolados de surtos de
diarréia em leitdes nos Estados Unidos da América, observaram que mais de 64%
das amostras analisadas apresentavam atividade hemolitica.

A hemolisina pode contribuir no processo da doenca de trés modos: a) por
ser citotéxica para as células do tecido “in vitro”, logo deve prejudicar as células “in
vivo” e contribuir diretamente para a patologia do tecido; b) afetando os mecanismos
de defesa do hospedeiro (leucécitos e suas funcdes) permitindo a sobrevivéncia do
microrganismo; c) lise do eritrcito, mecanismo através do qual o microrganismo ir4
obter ferro para permanecer vivo e para continuar a sintese de hemolisina
(CAVALIERI; BOHACH; SNYDER, 1985).

3.5 Fimbrias de Enterobactérias

Escherichia coli apresenta varias proteinas em sua superficie que fazem a
ligacdo aos receptores das células dos mamiferos. Entre estas estdo as fimbrias que
permitem a persisténcia da bactéria em tecidos alvos, desempenhando um papel
importante na patogénese (HUNG; HULTGREN, 1998). Fimbrias sdo apéndices
proteicos de 0,5 -1,5 microns distribuidos na superficie da bactéria, que permitem a
aderéncia a receptores especificos. Sdo encontradas de 100 a 300 fimbrias por
bactéria. As fimbrias sado classificadas de acordo com a presenca e a posicao de
varios aminoacidos na subunidade maior (OTTOW, 1975).
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3.6 Fimbria F4 (K88) de ETEC

O antigeno F4 forma um envelope em torno da parede celular da bactéria e
foi descrito pela primeira vez em 1961 (GAASTRA; GRAAF,1982). Sua presenca é
considerada um fator de patogenicidade da bactéria. Com o uso de antisoros
especificos obtidos com a adsorsdo de antisoros policlonais com bactérias de
subtipos heterdlogas, foi possivel distinguir 3 variantes da fimbria F4: K88ab, K88ac
e K88ad. O fator “a” representa um ou mais determinantes antigénicos comuns,
enquanto que os fatores "b, ¢ e d” sdo especificos a cada subtipo (ZIJDERVELD et
al., 1990).

As fimbrias sdo compostas por uma subunidade principal que forma a
estrutura da fimbria. Além desta subunidade principal, existem outras menores que
estdo estruturalmente relacionadas a subunidade principal. Estas subunidades
menores possuem funcdes especializadas na biossintese da fimbria. Elas podem
estar envolvidas na iniciacdo, alongamento e/ou terminacéao da fimbria (DYKES et
al., 1985).

Os genes faeA e faeJ estdo localizadas em um plasmidio e codificam as
proteinas correspondentes FaeA a Faed que atuam como chaperonas, cujas fungdes
sao dar conformacédo a fimbria. F4 tem um peso molecular de aproximadamente 26
kDa, conforme determinado por gel dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS
PAGE) (MOOI; DE GRAAF; VAN EMBDEN,1979). As fimbrias apresentam um
comprimento de aproximadamente 1 um, compostas por centenas de repeticées da
subunidade maior FaeG, com um menor numero das outras subunidades
intercaladas em toda a estrutura. As subunidades menores ndo sdo apenas partes
estruturantes da fimbria, mas apresentam funcdes importantes. Por exemplo, FaeC
age como molde para a adicdo das subunidades maiores para iniciar a sintese
fimbrial (BAKKER et al., 1992). FaeH e FaeF sdo intercaladas atuando como
andaimes na formagéo da fimbria. FaeA, atua como um repressor da sintese fimbrial.
FaeD age como um modelador da membrana externa e FaeE representa uma
chaperona. A montagem da fimbria F4, comeca com a expressdao dos genes faeB
através de faeJ, cuja taxa de transcricao é influenciada pelo nivel do repressor faeA.
FaeC desencadeia a montagem da fimbria uma vez que atua como molde para as
demais subunidades, permitindo a elongacdo, sendo acoplada na membrana por
FaeD (VAN DEN BROECK; COX; GODDEERIS, 2000). Essa complexa montagem
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da fimbria pode dar trés variantes “ab”, “ac” e ‘ad” de comprimentos variaveis. Por
exemplo, F4ab e F4ad sao formados por 264 aminoacidos, enquanto que F4ac por
262 aminoacidos. Essa variacao fimbrial € baseada nas diferenca de aminoacidos na
sequéncia primaria (VAN DEN BROECK; COX; GODDEERIS, 2000).

3.7 Receptores - F4R

Aléem dos fatores de aderéncia e viruléncia, também envolve fatores do
hospedeiro sendo que os mais importantes sdo 0s receptores para adesinas e
enterotoxinas. O F4R esta localizado nas vilosidades intestinais, o que facilita a
ligacdo de ETEC F4, levando a colonizagdo e consequentemente a diarréia. A
ligacdo de ETEC aos enterdcitos intestinais € uma condigao prévia para que ocorra a
colonizagdo e posteriormente diarréia em suinos (BERTSCHINGER,;
FAIRBROTHER, 1999, CHAE, et al, 1998). Essa ligacao se da através de receptores
especificos presentes no intestino, no entanto existem suinos que possuem
deficiéncias desses receptores e consequentemente sao resistentes a infeccoes
relacionadas (VAN DEN BROECK; COX; GODDEERIS, 1999; MEIJERINK et al.,
2000).

3.8 O Papel das Enterotoxinas na Diarréia em Suinos

Infeccoes causadas por ETEC F4 sdo responsaveis por mortalidade e
morbidade em leitdes no periodo neonatal e pés-desmame. ETEC que expressam
fimbrias F4 se aderem as células epiteliais intestinais de suinos que apresentam
receptores F4R" resultando a colonizagdo e subsequentemente secrecdo de
enterotoxinas que leva ao processo de diarréia (SNOECK et al., 2006). Dependendo
da cepa de ETEC F4, ela pode expressar Toxina Termo-label (LT) e/ ou Toxina
Termo-Estavel (ST) (MORA, 2005). LT se apresenta em duas variantes, LT1 e LT2.
A primeira se assemelha com a toxina da cdlera e a LT2, ndo esta associada com a
doenca (HOLMES; TWIDDY; PICKETT, 1986; NATARO; KAPER, 1998;
FAIRBROTHER; NADEAU; GYLES, 2005). A LT1 é composta de 5 subunidades B e
uma subunidade A. A subunidade B é responsavel pela ligacao ao receptor enquanto
que a subunidade A é responsavel por estimular a producdo de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) levando a modificagdes intracelular e alteragdes no
citoesqueleto, ocasionando uma maior atividade transportadora da membrana.
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Essas alteracbes levam a secrecao de cloro e bicarbonato das células intestinais,
ocasionando a diarréia (SIXMA, 1993; NATARO; KAPER, 1998). Estudo recente
realizado por Johnson e colabaradores (2009), demonstraram que a LT tem a
capacidade de aumentar a aderéncia de ETEC em células intestinais de suinos,

favorecendo o processo de patogénese.

A ST, também se apresenta em duas variantes, STa e STb, ambas
envolvidas no processo que leva a diarréia. A STa induz o aumento de guanosina
monofosfato ciclico (¢cGMP) que ativa canais iénicos facilitando a passagem de cloro
para fora da célula e para dentro da luz intestinal. STa também é responsavel por
dar inicio ao rearranjo do citoesqueleto que contribui para a resposta secretéria
intestinal (SNOECK et al.,, 2006). STb estimula o aumento da producdo de
serotonina e prostaglandina a partir das células intestinais, resultando em aumento
de (cAMP) levando a diarréia (HITOTSUBASHI et al., 1992; FUJIl; KONDO;
OKAMOTO, 1995).

3.9 Imunoterapia Passiva

Enquanto a indugdo de uma resposta imune protetora através de vacinacao
leva varios dias para se desenvolver, e essa resposta deve acontecer antes da
infeccdo, atos de imunoterapia passiva podem ser usados para prevenir a infeccao
dos leitdes. A transmissao de anticorpos através do colostro da porca pode prevenir
as infecgdes por ETEC, em neonatos. (RUTTER; JONES, 1973; MOON; BUNN,
1993).

3.10 Vacinas

A imunizacdo é a medida mais eficiente e menos dispendiosa para evitar
doencas infecciosas. Diversas estratégias tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de diferentes tipos de vacinas. As vacinas de primeira geracao
foram produzidas com microrganismos atenuados, como a vacina BCG contra a

tuberculose e inativados como a vacina contra a Bordetella pertussis (BLOOM, 1989).

Na ultima década, o grande avanco da biologia molecular permitiu a
introducdo de novas estratégias para a obtencao e a producao de antigenos e foram
otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses antigenos para as

células do sistema imune. Entre estas estdo as de subunidades, consideradas de
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segunda geracédo, constituidas de antigenos purificados e provenientes de fontes
naturais ou sintéticas, e antigenos recombinantes. Huang et al., (2003) produziram a
subunidade fimbrial FaeG da fimbria F4 expresso em tabaco, sugerindo uma

possibilidade de producao de vacinas para o contole da diarréia em leitdes.

As vacinas génicas ou de terceira geracdo surgiram com a introducdo de
genes ou fragmentos de genes, que codificam antigenos potencialmente
imunogénicos, em vetores virais ou em DNA plasmidial (RODRIGUES JR et al.,
2004). Turnes et al., (1999) através da inoculacdo em camundongos e porcas do
plasmidio contendo o gene da subunidade faeG da fimbria de Escherichia coli F4,
relataram a inducdo de uma resposta especifica e duradoura, fazendo deste um
vetor candidato para imunizacdées genéticas contra E. coli F4. Simionatto et al.,
(2005), desenvolveu uma vacina de subunidade com a purificacdo da proteina FaeC
da fimbria e também clonou 0 mesmo gene em um vetor de expressdo em célula
eucaridtica e obtiveram inducdo da resposta imune em camundongos nos dois
sistemas, sugerindo esse antigeno como candidato potencial para imunizagdes
contra ETEC K88.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias e Meios de Cultura

Escherichia coli E68 (O141; K88ab; H4) utilizada nesse experimento foi obtida
do Instituto Copenhague- Dinamarca, e gentilmente cedida pelo professor Dr. Carlos
Gil Turnes (Laboratério de Bacteriologia, Cenbiot - UFPel). Os meios de cultura
utilizados foram os caldos Infusdo Cérebro e Coracédo, (BHI), e Luria Bertani (LB),
(Acumedia) e Minimum Essential Médium Eagle MEM, (SIGMA). Foi utilizada a
Adrenalina (CgH13NO3, E1635, HIPOLABOR) em uma concentracao de 50 e 500 pM,
filtrada com filtro de 0,22 pm (MILLIPORE) e estocada a -4 °C até posterior uso.

4.2 Preparo do Meio Condicionado

ETEC foi semeada em agar sangue por 24 h a 37 °C, posteriormente
colénias isoladas foram semeadas em balées com 10% de seu volume de meio e
incubada em agitador orbital (CERTOMATR BS-T) a 37 °C por 7 h a 150 rpm. Ap6s
este periodo, o cultivo foi centrifugado a 10.000 g por 20 min e o sobrenadante
filtrado (filtro de 0,22 pm). O sobrenadante filtrado foi utilizado para condicionar os
meios. Meio condicionado (mc) refere-se a utilizacdo de sobrenadante filtrado com

ou sem adrenalina adicionada aos meios de cultura.

4.3 Crescimento Bacteriano

Para avaliar a influencia dos meios condicionados no crescimento, ETEC foi
cultivada em meio LB para obtencao do pré-inéculo que foi ajustado para DOgg 1,0
sendo utilizados 500 pL nos seguintes tratamentos: Controle (meio LB) e Quorum
Sensing (QS, 50%_500 - mc a 50% e 500 uM de adrenaliana); foram cultivados em
baldes com volume de 1.000 mL com 100 mL de meio e incubados em agitador
orbital a 37 °C por 18 h a 150 rpm.

4.4 Expressao de fimbrias

A expressdo de fimbrias por ETEC utilizando meios condicionados foi
avaliada por hemaglutinacao, Dot Blot, ELISA e RT-PCR.

Os seguintes tratamentos em meio Luria Bertani (LB) foram realizados para
verificagdo da expressao de fimbrias. LB (controle); adrenalina 50 puM; adrenalina
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500 puM; 10% de mc (meio condicionado); 50% de mc; 10% de mc e 50 uM de
adrenalina; 10% de mc e 500 uM de adrenalina; 50% mc e 50 uM de adrenalina;
50% mc e 500 uM de adrenalina.

4.5 Motilidade

O ensaio de motilidade foi realizado segundo Sperandio et al., (2002), com
adaptagoes. ETEC foi semeada em agar sangue de ovino a 5% e incubada a 37 °C
por 24 h. Apos este periodo de incubacao, colonias isoladas foram semeadas em
BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. A quantificacdo bacteriana foi avaliada por
densidade 6ética com espectrofotdmetro Biospectro SP-22. Apds o ajuste da
densidade éptica do cultivo (DOgpo =1,0), 500 pyL foram semeados em 20 mL de
caldo LB e este foi incubado em agitador orbital a 37 °C por 7 horas a 150 rpm,
sendo utilizado como inéculo, semeando-se 1 pL por placa, contendo 0,3% de agar
MEM. Os tratamentos foram realizados nas seguintes concentragbes: MEM
(controle); adrenalina 500 pM; 10% de mc; 50% de mc; 10% de mc e 500 uM de
adrenalina; 50% de mc e 500 uM de adrenalina. mc- (meio condicionado). As placas
foram incubados a 37 °C e os halos de motilidade foram medidos com paquimetro as
16 h de incubagéo.

4.6 Avaliacao molecular- RT-PCR

Foi realizada extracdo de RNA total de amostras de ETEC cultivadas por 5
h, utilizando o procedimento com TRIZOL (INVITROGEN) com e sem a adi¢do de
meio condicionado. Os niveis de expressao génica dos genes faeG (fimbria), Itb e
16S rDNA (controle) foram analisados por RT-PCR, realizado a partir da formacao
do cDNA (DNA complementar), segundo Radcliff et al., (2006), adaptado. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram extraidos de Chapman et al., (2006) e
Sjéling et al., (2007) respectivamente, faeG anterogrado GGTGATTTCAATGGTTCG;
faeG retrégado ATTGCTACGTTCAGCGGAGCG; LT anterégrado
ACGGCGTTACTATC CTCTGC; LT retrogado TGGTCTCGGTCAGATATGTG.

4.7 Preparo da bacterina

ETEC foi cultivada em agitador orbital a 37 °C por 18 h a 150 rpm em meio
LB em 2 baldes de 1.000 mL com volume de meio de cultura de 100 mL; o primeiro
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com LB e o segundo com LB adicionado de 50% de meio condicionado com 500 pM
de adrenalina. Posteriormente verificou-se a densidade 6ptica em espectrofotdmetro
(BIOSPECTRO SP-22) a 600 nm e titulacdo em placas com BHA, em seguida os
cultivos foram inativados com formol a 0,1% a 37 °C, sendo testados durante 2 dias
através da semeadura de uma amostra de cada cultivo em meio BHA, a fim de
constatar a completa inativacdo. As bacterinas foram produzidas seguindo uma
concentracdo de 2 x 10° UFC/ mL™" adsorvidas em hidroxido de aluminio a 15%
utilizado como adjuvante.

Trinta camundongos Swiss fémeas com 5 semanas de idade foram alocados
aleatoriamente em 3 grupos de 10 animais. Os animais foram mantidos em
isoladores durante o periodo da experimentacdo, sob temperatura controlada, agua
e racao a vontade e vacinados nos dias 0 e 14 por via subcutdnea com volume de
250 pL por animal. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética UFPel sob o
processo n%: 23110.007699/2008-52.

No grupo 1 foi utilizada a bacterina produzida em meio condicionado,
enquanto que no grupo 2 foi utilizada a bacterina controle. No grupo 3 foi aplicada
uma solugéo salina 0,85% com hidréxido de aluminio Al(OH)z a 15%.

Para testar se a bacterina apresentava uma maior quantidade de fimbrias, foi
realizado ensaios de hemaglutinacao, inibicdo da hemaglutinacdo, ELISA e Dot Blot,
contrastando com soro anti-fimbria F4, produzido em coelho cedido pelo professor
Carlos Gil Turnes.

4.8 Quantificacao dos antigenos Vacinais

4.8.1 Hemaglutinacao - HA

Para a verificacdo da inducdo de uma maior producédo de antigeno fimbrial
foi utilizada a técnica de hemaglutinacdo proposta por Hovelius e Mardh, (1979),
adaptado. Os cultivos vacinais foram ajustados para densidade optica - DO= 1,0.
Foram utilizadas placas de 80 cavidades em fundo U, adicionou-se 500 pL de
solucéo salina a 0,85% em cada cavidade, ap6s adicionou-se 500 uL dos cultivos e a
partir dai foram realizadas diluicoes logaritmicas base 2. Logo em seguida adicionou-
se 500 pyL de uma suspensao de hemacias de galinha a 0,5% em solugao salina.
Incubou-se por 2 h a 4 °C para posterior leitura dos resultados. A leitura foi
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observada visualmente, sendo o resultado considerado positivo quando se forma
uma rede homogénea de hemacias cobrindo toda a cavidade. O resultado negativo
mostra-se com a homossedimentagéo, definida no centro da cavidade da placa. Para
o controle negativo foi utilizado hemacias e solu¢ao salina e para o controle positivo
utilizou-se uma amostra padrdo de ETEC, mantidas a -18 °C.

4.8.2 Inibicao da Hemoaglutinacao - IHA

A inibicdo da hemaglutinacao (IHA) foi realizada segundo Joo et al., (1976),
modificado. A IHA foi realizada em microplaca em fundo U, de 96 pocos.

Primeiramente, foram distribuidos nas cavidades, 50 puL, dos cultivos
ajustados para DO=1,0 com mc e controle; em seguida 50 pL de soro anti-F4
(mencionado no item 4.7), foi diluido em 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80,
1:90 e 1:100 em volume de 50 pL. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 1 h,
logo foi adicionado a cada cavidade 50 pL de uma solugao de hemacias de galinha a
0,5%. Foram utilizadas cavidades para o controle de hemé&cias, contendo apenas
suspensao de hemacias a 0,5%, e outra para controle da hemaglutinagéo (HA). As
leituras foram realizadas uma vez verificadas hemossedimentagdo nos controles de

hemacias, e de aglutinacdo nos de hemaglutinacao.

4.8.3 ELISA

Os antigenos foram titulados por ELISA, utilizando-se placas (NUNCK) com
96 cavidades. Os cultivos utilizados como antigeno apresentaram 2 x 10° UFC mL™
de ETEC. Para analise do antigeno fimbrial as placas de ELISA foram sensibilizadas
com 50 uL de suspensédo de E. coli cultivadas com e sem mc (meio condicionado)
diluido 1:50. Suspendendo-se os antigenos em tampao carbonato-bicarbonato pH
9,6, o soro anti-fimbria foi diluido 1:50 em tampao fosfato pH 7,6 contendo Tween 20
a 0,5 % (PBS-T), e o conjugado 1:2000 em PBS-T. As placas foram sensibilizadas
com os antigenos correspondentes por 1 h a 37 °C, apés lavadas trés vezes com
PBS-T pH 7,6 e incubadas por 90 min a 37 °C com 50 pL de soro anti-fimbria
diluidos 1:50 em PBS-T (em triplicata). Ap6s foram novamente lavadas por trés
vezes com PBS-T, foi adicionado 50 pyL de imunoglobulina anti-coelho conjugada
com peroxidase (DAKOPATTS A/S,) diluida 1:2.000 em PBS-T e incubadas por 90

min a 37 °C. Apos as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e em seguida
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adicionado 50 pL de substrato/cromégeno - Ortho-23 Phenylenediamine (OPD),
deixando reagir por 15 min no escuro, a temperatura ambiente. As absorbéancias
foram medidas em um leitor de microplacas (MR 700 MICROPLATE READER) a 450

nm.

4.8.4 Dot Blot

Esse ensaio foi utilizado para verificacdo de fimbria F4 e LT. Para a
sensibilizacdo das membranas de nitrocelulose (BIOAGENCY) foram utilizados 7 pL
dos cultivos ajustados para DO = 1,0. Apdés cada membrana foi colocada em solucao
bloqueadora (PBS com leite em p6 a 5%) e mantida em agitacdo por 1 h. Em
seguida procedeu-se a lavagem das membranas com PBS-T e adicionado o soro
anti-fimbria em uma membrana e anti-CT (SIGMA) em outra membrana, ambos
diluidos em PBS-T (1:2.000), mantidos mais 1 h em agitacdo. ApGs procedeu-se
nova lavagem e adicionou-se 0 soro anti-espécie (anti-coelho conjugado com
peroxidase- SIGMA), os quais foram incubados por 1 h em agitagdo. Em seguida as
membranas foram reveladas com 1,8 mg de DAB, 30 pL H>O. em 30 mL de Tris HCI
50 Mm.

4.9 Titulacao de Anticorpos

4.9.1 ELISA

A titulacdo foi efetuada por ELISA, sendo que as amostras de soro de
camundongos foram obtidas nos dias 0 e 28 apds a vacinacdo. Para realizacédo
desse ensaio procedeu-se da mesma maneira descrita no item 4.8.3, porém no
ensaio para titulacao de anticorpos foi utilizado o “pool” do soro dos camundongos e
o soro individual sendo, utilizada imunoglobulina de coelho anti—-camundongo
conjugada com peroxidase (DAKOPATTS A/S). As absorbancias de cada amostra
foram divididas pela absorbancia do soro da primeira coleta e os resultados
expressos como soroconversdo. Para a analise da soroconversao frente ao antigeno
LT, as placas foram sensibilizadas com a por¢cdo B da proteina LT, (rLTB)
gentilmente cedida pelo professor Dr. Fabricio Conceigcdo do Centro de Biotecnologia
(UFPel) sendo utilizado soro anti-CT (SIGMA) diluida 1:2.000.
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4.9.2 Inibicao da hemoaglutinacao - IHA

A inibicdo da hemaglutinacao (IHA) foi realizada segundo Joo et al., (1976),
adaptado. A IHA foi realizada em microplaca em fundo U, de 96 cavidades. Os soros
foram testados nas seguintes diluicées: 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80,
1:90 e 1:100. A seguir foi distribuido em cada cavidade 50 pL de uma diferente
diluicdo do soro e igual volume de suspensdo de ETEC contendo uma unidade
hemaglutinante (UHA). As microplacas foram incubadas a 37 °C por 1 hora, em
seguida foi adicionado a cada cavidade 50 pL de uma solugdo de hemacias de
galinha a 0,5%. Foi reservada uma fileira de cavidades para controle de hemacias,
contendo apenas suspensao a 0,5%, e outra para controle da HA. As leituras foram
realizadas uma vez verificadas hemossedimentacao nos controles de hemacias, e de

aglutinagdo nos de hemaglutinagéo.

4.10 Analise Estatistica

A influéncia na curva de crescimento; a influéncia nos halos de motilidade;
influéncia na leitura por espectrofotometria (450nm) na avaliacdo da presenca de
antigeno fimbrial; influéncia da leitura por espectrofotometria (450nm) na avaliacao
da presenca de LT; influéncia da soroconversdo individual do soro dos
camundongos; influéncia da soroconversdao do “pool” do soro dos camundongos e
influéncia das soroconversao do pool do soro dos camundongos anti-LT, analisado
pela técnica de ELISA foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) com
distribuicao F, seguidas de andlise de contrastes para verificagdo da igualdade das
médias dos tratamentos conforme CRAWLEY (2007).

Os dados referentes as diferentes diluicdes logaritmicas obtidas a partir da
técnica de hemoaglutinacao em funcao de diferentes tratamentos ao longo do tempo
foram estimadas a partir de modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo
quasibinomial para correcdo de sobredispersao dos dados, seguida de anélise de
contrastes para verificacdo da igualdade das probabilidades dos diferentes
tratamentos conforme CRAWLEY (2007).

Todas as analises consideraram probabilidade de 0,5 e foram realizadas no
programa estatistico R (R Development Core Team, 2009). R Development Core

Team (2009). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
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for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL. http://www.R-

project.org.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Curva de Crescimento
Para a andlise do crescimento bacteriano, ETEC foi cultivada em balées com
volume de 1.000 mL contendo 200 mL de meio LB utlizado como controle e (QS)
meio condicionado a 50% adicionado de 500 uM de adrenaliana. As densidades
Oticas dos cultivos foram medidas ao longo de 18 h, onde podemos observar que
durante as 6 h de cultivo o tratamento QS atingiu densidades Opticas
significativamente superiores quando comparado tratamento controle (Fig. 1; p <
0,05). A partir das 7 h ocorreu um equilibrio entre os tratamentos.
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FIGURA 1. Curva de crescimento. Os dados representam as médias (+/- erro padrao
da média) expressas em Densidade Optica. CONT (controle) e QS (Quorum Sensing
- meio condicionado a 50% e 500 uM de adrenaliana). Asterisco indica diferenca
significativa (p < 0,05).

5.2 Expressao de Antigeno Fimbrial

O ensaio de hemaglutinacao foi realizado em placas de fundo U a partir de
diluicoes logaritmicas base 2. O tratamento onde foi observada a menor capacidade
hemoaglutinante foi o mc (meio condicionado) a 10%, que atingiu o titulo de 1:16,
diferindo dos demais tratamentos, seguido dos tratamentos controle, meio com o
dobro de LB, adrenalina 500 uM, mc a 10% + 50 uM de adrenalina, mc a 10% + 500
UM de adrenalina, mc a 50%, mc a 50% + 50 uM de adrenalina que atingiram o titulo
de 1:32. A maior titulo hemoaglutinante foi observado no tratamento que utilizou mc
a 50% + 500 uM de adrenalina, atingindo 1:64, sendo significamente superiores aos
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demais tratamentos (p < 0,001). Na Fig. 2 (A) encontram-se os tratamentos mais

relevantes.
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FIGURA 2. Expressdo de antigeno fimbrial F4. (A) Hemaglutinacdo - dados
representam as meédias. cont - LB; adr 500 - adrenalina a 500 puM; mc50% - mc a
50%; mc50%_500adr - mc a 50% e adrenalina a 500 pM. (B) Inibicdo da
hemaglutinacdo — dados representam os titulos de inibicdo da hemaglutinacao. (C)
ELISA - dados representam as médias (+/- erro padrao da média) em densidade
optica. (D) Dot blot. Em B, C e D, CONT (controle) e QS (Quorum Sensing - meio
condicionado a 50% adicionado de 500 uM de adrenalina). Asterisco indica diferenca

significativa com relacdo ao controle (p < 0,05).

No ensaio de inibicdo da hemoaglutinagdo com soro anti-fimbria (Fig. 2 B) foi
observado que o tratamento QS atingiu um titulo de 1:80, diferindo do tratamento
controle que atingiu 1:100 (p < 0,05). Ja no ELISA para deteccao de antigeno fimbrial
(Fig.2 C) no tratamento QS, foi observada uma maior absorbancia quando
comparado ao grupo controle (p < 0,05) e no ensaio de Dot Blot (Fig 2 D) foi

observada uma maior intensidade na reacdo do tratamento QS, onde o cultivo de
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ETEC foi cultivado na presenca de meio condicionado, sugerindo uma maior

expressao de antigeno fimbrial quando comparado com o tratamento controle.

5.3 Expressao da Toxina Termo-Labil (LT)

O ensaio de ELISA (Fig. 3 A) foi realizado para estudar a expressao da
toxina LT em um tratamento controle, seguido de um tratamento QS, onde também
foi observada a maior expressdao de fimbrias pelo ensaio de hemoaglutinacéo,
inibicdo da hemaglutinagdo, ELISA e Dot Blot. Analisando as médias, no tratamento
QS foi observada uma absorbancia 34% maior, diferindo significativamente do
tratamento controle (p < 0,05). No ensaio de Dot Blot (Fig. 3 B) foi observada uma
maior intensidade no tratamento cultivado na presenca de mc, sugerindo uma maior
expressao de antigeno LT.
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FIGURA 3. Expressao da Toxina Termo-Labil (LT). (A) ELISA - dados representam
as médias (+/- erro padrao da média). (B) Dot blot utilizando soro anti-ct. CONT
(controle) e QS (Quorum Sensing - meio condicionado a 50% adicionado de 500 puM
de adrenalina). Asterisco indica diferenga significativa com relagdo ao controle (p <
0,05).

5.4 Motilidade

O ensaio de motilidade foi realizado em placas de agar MEM, sendo os halos
medidos as 16 h de cultivo com auxilio de um paquimetro (Fig. 4). Foi observado um
aumento significativo da motilidade em todos os tratamentos em relagéo ao controle,
com excegao do tratamento que utilizou apenas adrenalina a 500 uM (p < 0,05). Os
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resultados encontrados nos tratamentos com 10% de meio condicionado e 50% de
meio condicionado foram similares, ndo diferindo entre si. Os maiores halos de
motilidade foram encontrados em 50% de mc adicionado de 500 pM de adrenalina,
diferindo significativamente dos demais tratamentos.

(A)w' (B)
E
£
D
=
]
2 -
E
- ¥ ©
—— — T
™ &
- | I -

controle adrenalina mec10 ad_me10 mes0 ad_mes0

FIGURA 4. Motilidade. (A) Os dados representam as médias (+/- erro padrdao da
média) dos halos de motilidade (cm). Controle MEM; adrenalina 500 uM; ad-mc10-
adrenalina 500 pM + 10% de meio condicionado; mc10- meio condicionado a 10%;
mc50- meio condicionado 50%; ad-mc50- adrenalina 500 pM + 50% de meio
condicionado. (B) Controle; (C) ad-mc50- adrenalina 500 pM + 50% de meio
condicionado. Asterisco * indica diferenca significativa em relagdo ao controle; **
indica diferenca significativa em relacéo a todos os tratamentos (p < 0,05).

5.5 Expressao dos genes codificantes do 16S rRNA, fimbria F4 e LT por RT-PCR

Nesse ensaio observamos que ocorreu uma maior expressao do gene que
codifica para Toxina Termo Labil no cultivo QS (linha 7), quando comparado ao
tratamento controle (linha 6). O mesmo néo pode ser observado em relacdo ao gene
codificante para a fimbria (faeG) (linhas 4 e 5) e para o 16S rRNA (linhas 2 e 3)
utilizado como controle, onde o padrdo de bandas se deu na mesma intensidade
(Fig. 5).
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FIGURA 5. RT- PCR dos genes codificantes para 16S rRNA (393 pb), fimbria (faeG)
(764 pb) e Toxina Termo-Labil (273 pb). Linha 1- marcador de peso molecular 1kb
DNA ladder (Invitrogen); Linha 2- 16S rRNA, controle; linha 3- 16S rRNA, QS; Linha
4- fae@, controle; Linha 5- faeG, QS; Linha 6- Toxina Termo Labil, controle; Linha 7-

Toxina Termo Labil, QS. (QS= meio condicionado a 50% + 500 uM de adrenalina).

5.6 Avaliacao da resposta imune

A andlise da resposta imune individual expressa em média de soroconversao
(Fig. 6 A) demonstra que os animais que receberam a bacterina QS atingiram titulos
de anticorpos significativamente superiores ao grupo de animais que recebeu a
bacterina sem a adicdo de mc e esse foi significativamente superior ao grupo que
recebeu apenas adjuvante (p < 0,001). O mesmo ocorreu quando foi analisado o
“pool” dos soros dos camundongos (figura 6 B). Também foi analisada a resposta
imune contra LT (Fig. 6 C) onde o grupo de animais que recebeu a bacterina QS
apresentou titulos de anticorpos significativamente superiores ao grupo de animais

que recebeu a bacterina controle.

Em relacdo ao ensaio de inibicdo da hemoaglutinacao (Fig. 6 D) utilizando o
“pool” dos soros dos camundongos, a inibicdo se deu em um titulo de 1:60, no grupo
vacinado com a bacterina QS, diferindo significativamente do grupo controle, onde a

inibicdo se deu no titulo de1:50.
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FIGURA 6. Avaliacdo da resposta imune. (A) ELISA; dados representam a média (+/-
erro padrao da média) da soroconversao individual do soro dos camundongos. (B)
ELISA; dados representam a média (+/- erro padréao da média) da soroconversao do
“pool” dos soros dos camundongos. (C) ELISA; dados representam a média (+/- erro
padrdo da média) da soroconversdo frente a LT do “pool” dos soros dos
camundongos. (D) Inibicdo da hemoaglutinacdo; dados representam a média do
titulo de inibicao da hemaglutinagdo. CONT (controle) e QS (Quorum Sensing - meio
condicionado a 50% adicionado de 500 uM de adrenalina). Asterisco indica diferenca

significativa com relacao aos grupos (p < 0,05).
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6.0 DISCUSSAO

Este trabalho demonstra pela primeira vez a utilizacdo do sistema de
sinalizacdo Quorum Sensing para induzir a expressao de antigenos vacinais em
ETEC. O trato gastrointestinal dos mamiferos € um local heterogéneo altamente
complexo, onde a maioria da microbiota reside no intestino grosso (GUARNER;
MALAGELADA, 2003). A microbiota é benéfica para o hospedeiro por facilitar a
assimilacao de nutrientes e competéncia imunolégica (HOOPER; GORDON, 2001).
Por outro lado, as interac6es negativas entre patdégenos podem levar a doenca. A
alta densidade e diversidade de bactérias dentro do trato gastrointestinal sugerem
que os membros desta comunidade se comunicam entre si, para coordenar algum
processo vantajoso. Pouco é conhecido atualmente acerca da relagdo comunicativa
entre a microbiota normal, patégenos bacterianos e do hospedeiro. Segundo
Sperandio et al., (2003) as catecolaminas (adrenalina e noradrenalia) produzidas
pelo sistema simpatico, utilizam a via de sinalizacao do Al-3, atuando como molécula
sinalizadora para as bactérias, alterando o padrao de expressao génica.

A expressdo de fatores de viruléncia, quando hd uma maior densidade
populacional, associado a periodos de estresse onde ocorre a liberacdo de
adrenalina pelo sistema simpatico, pode contribuir significativamente para que a
bactéria se estabeleca no hospedeiro. Segundo Donabedian, (2003) nos patdégenos,
por exemplo, uma expressdo génica de fatores de viruléncia reduzida é mantida
quando a densidade populacional encontra-se baixa, evitando que o organismo do
hospedeiro inicie uma resposta imune. Quando um numero suficiente de bactérias é
alcancado, ha a expressao dos genes de viruléncia e, assim, as bactérias sao
capazes de vencer as defesas do hospedeiro.

As diarréias constituem um fator limitante da producdo suina, e afetam
animais em todas as fases de crescimento, provocando atraso no desenvolvimento
ou até a morte dos animais (MOOI; GRAAF 1985). A vacinagao das porcas prenhas
tem sido uma estratégia para conferir uma resposta imune passiva aos leitdes via
amamentacao, porém, podem ocorrer falhas no processo de producdo das
bacterinas que deixam de expressar importantes antigenos protetores. Através da

inducao da expressao génica pelo método de Quorum Sensing visou-se induzir a

expressao génica de antigenos vacinais, como a fimbria, a toxina LT e o flagelo.



43

Em nosso estudo, constatamos que a presenca de meio condicionado (mc)
atua no processo de multiplicacdo de ETEC, onde podemos observar que o cultivo
com 50% de meio condicionado adicionado de adrenalina a 500 pM atingiu
absorbancias significativamente superiores ao tratamento contole nas primeiras
horas de cultivo (Fig 1). Como o mc ativou a multiplicagédo no periodo inicial essa foi
superior quando comparada com o controle que apresentou um crescimento mais
lento. Porém a partir das 7 h os grupos apresentaram crescimentos semelhantes.
Este fenbmeno sugere que a sinalizacao ocorreu acelerando a multiplicacao
bacteriana, até o ponto de atingir uma densidade populacional que saturou o meio.
Apartir das 7 h de cultivo ndo foi observado essa diferenga entre o tratamento QS e o
controle. Este fato € importante, pois o tempo de cultivo para produgao de bacterinas
pode ser encurtado, desta forma reduzindo custos operacionais e aumentando a

expressao de antigenos vacinais importantes.

Em nosso estudo também observamos que a adicdo de mc potencializa a
expressao fimbrial, sendo assim, ETEC, quando cultivada na presenca de adrenalina
e meio condicionado nas concentracdes utilizadas, foi capaz de induzir a expressao
fimbrial (Fig. 2), antigeno esse com grande importancia na protecao contra infecgoes
causadas por ETEC (NAGY et al., 1978; TURNES et al., 1999).

Nos ensaios de hemaglutinacao, observamos um titulo hemaglutinante duas
vezes superior no tratamento QS. Por ELISA esse aumento foi de 19% quando
comparado com o tratamento controle. Na inibicdo da hemaglutinacdo e Dot blot
também foi detectada uma maior expressao fimbrial quando comparado com o
tratamento controle (Fig. 2). A aderéncia € um fendmeno especifico entre o
microrganismo e a célula e ocorre entre adesinas fimbriais com o0s receptores
correspondentes na superficie celular (SHARON; LIS, 1993). A hemoaglutinacao é
uma técnica utilizada para deteccao de fimbrias (DE GRAFF; MOOI, 1986). Portanto
quanto maior o titulo hemaglutinante, maior sera o numero de fimbrias por bactéria.
Desde a década de 70, quando foi comprovada a participacdo das fimbrias como
fatores primarios de patogenicidade, estas estruturas tém sido utilizadas como
imundégeno para induzir a sintese de anticorpos que blogueiam a aderéncia
bacteriana. Vacinas contendo fimbrias purificadas associada com E. coli inativadas
por formol ou ainda cepas engenheradas que expressam fimbrias tém sido utilizadas

para vacinar as porcas gestantes ocorrendo transferéncia passiva de anticorpos via
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colostro para proteger os leitdes contra infeccées por ETEC (FURER et al.,1982;
BARMAN; SARMA, 1999). Inicialmente as vacinas eram produzidas com culturas de
ETEC inteiras (bacterinas), mas foi demonstrado que a adicao de fimbria purificada
em tais vacinas aumentaram a protecao dos leitdes (NAGY et al., 1978). Portanto,
uma bacterina contendo uma maior quantidade de antigeno fimbrial confere uma

maior producao de anticorpos protetores.

Quando analisado por RT-PCR nao pbde ser observada uma maior
expressao fimbrial. Entretanto, houve uma limitacdo em nosso estudo quanto a este
fato. As amostras de RNA total coletadas para a andlise foram realizadas em um so6
ponto de durante o cultivo (5 h), periodo que provavelmente perdemos a fase de
maior expressao do gene faeG (Fig 5). Este fato é significativo, pois observando a
curva de crescimento neste ponto de cultivo havia uma diferenga significativa em
relacao ao controle. A maior expressao pode ter ocorrido anterior as 5 h de cultivo, e
como a duracdo do mRNA é curta, nao coletamos o RNA a tempo para detectar uma

possivel diferencga.

Nosso estudo também encontrou diferencas significativas quanto a
expressao da LT, nos ensaios de ELISA, Dot Blot, e RT-PCR. Segundo Riising e
colaboradores (2005) a presenca de LT na composicao de uma vacina atua de forma
eficiente, induzindo a formacao de anticorpos especificos e protetores. Varios
estudos indicam que expressdo de LT € encontrada com grande freqiéncia nas
cepas isoladas de surtos de diarréia em suinos (HAREL et. al., 1991; BERBEROV et.
al., 2004; ZHANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007) e como antigeno vacinal esta
confirmada sua importancia (RIISING; MURMANS; WITVLIET, 2005). Desta forma,
um aumento na sua expressdo no fabrico de uma bacterina é importante na
obtencado de um bom imunégeno. Também podemos sugerir que um aumento de LT
em uma bacterina pode ter uma funcado de adjuvante, ja que sua associacdo com
diferentes antigenos possui esse efeito (CONCEICAO; MOREIRA; DELLAGOSTIN,
2006). Segundo Johnson et al., (2009), a LT também atua no processo de aderéncia
de ETEC as células intestinais de suinos, portanto, a geracao de anticorpos contra
essa toxina dificultaria a aderéncia bacteriana no trato gastrointerstinal. Devido ao
alto indice de cepas de ETEC que expressam LT como fator de patogenicidade,

esse antigeno € um excelente candidato a ser utilizado como imunégeno.
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Flagelina € a principal proteina constituinte do flagelo, que sdo apéndices
superficiais que estdo envolvidos na locomocédo bacteriana. Em nosso estudo foi
observado que a maior motilidade ocorreu no tratamento que utilizou a adrenalina
associada com 50% de meio condicionado, sugerido que ETEC utiliza moléculas do
hospedeiro e moléculas proprias, para ativar a motilidade. Porém em nosso estudo
nao foi possivel a andlise por RT-PCR para verificar a expressao da flagelina, pois
os oligonucleotideos iniciadores utilizados ndo reconheciam a sequéncia génica
desta proteina. Tampouco podemos afirmar que houve um aumento na expressao
de flagelo, ou se ocorreu somente um aumento de motilidade, ou ambos, como ja
relatado na literatura (SPERANDIO et al., 2002). Entretanto, Bearson e Bearson
(2008) utilizando a noradrenalina associada com sobrenadante produzido em meio
DMEM, também encontraram aumento da motilidade de Salmonella Typhimurium.
Sperandio e colaboradores (2002) em estudo com E. coli Enterohemorragica e E. coli
K12, observaram que a regulagcdo da expressdo do flagelo é regulado pelo
mecanismo de Quorum Sensing, concordando com nossos resultados. Os
receptores Toll-like 5 (TLR5) reconhecem a flagelina, principal componente estrutural
do flagelo bacteriano (GOLDSBY et al., 2003). A sinalizacdo do TLR atua no
recrutamento e ativacdo de agentes cruciais na apresentacao de antigenio as células
T, tais como, células dendriticas, macréfagos e células “natural killer”. A flagelina
pode induzir uma maior inflamacdo e a presenca de anticorpos impediria essa
ativacdao, sendo uma estratégia importante no controle da enfermidade. Segundo
Bambou et al., (2004), a flagelina de E. coli estimula os enterécitos a secretar a
citocina IL-8 que é um potente quimiotdtico e ativador de neutréfilos. Estudos
também indicam o potencial da flagelina como adjuvante. Braga et al., (2008)
demonstraram que as flagelinas de Salmonella sdo dotadas de efeitos adjuvantes tipo-
especifico frente a células T CD8 “in vivo”, uma caracteristica que pode gerar
impactos no uso dessas proteinas como adjuvantes em vacinas profilaticas ou
terapéuticas. Mcsorley et al (2002) relataram um efeito adjuvante para flagelina que
tem implicagbes importantes para o desenvolvimento de vacinas e na geragao de
respostas de células T CD4 de bactérias entéricas. Assim, sugere-se que uma
bacterina expressando uma maior quantidade de flagelina sera mais eficiente quanto
ao recrurtamento de células e a montagem da resposta imune. Em relagdo a
resposta imune conferida aos camundongos analisada pela técnica de ELISA e
inibicdo da hemaglutinacdo, a bacterina produzida utilizando mc, que apresenta uma
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maior quantidade de antigenos protetores, induziu um titulo de anticorpos

significativamente superior ao grupo vacinado com a bacterina convencional.

A utilizacdo de QS na producdo de bacterinas permite a inducdo da
expressao de antigenos que ndo sdo ou que sao fracamente expressos ‘in vitro” e
com esse sistema haveria semelhanga com o que ocorre ‘“in vivo’, sendo assim,
induzindo uma maior expressao de antigenos protetores. Portanto, a utilizacdo de
bacterinas que possuem uma maior quantidade de importantes antigenos vacinais
proporciona uma resposta imune mais eficiente, pois sdo gerados um nimero maior
de anticorpos contra diferentes epitopos, sujerindo uma ampliando a protecao contra
a enfermidade.
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7.0 CONCLUSAO

A adicdo de meio condicionado aos meios de cultivo bacteriano é capaz de

aumentar a expressao de importantes antigenos vacinais em E. coli Enterotoxigénica.

A adicdo de meio condicionado estimula a multiplicacdo bacteriana, a
expressdao da Fimbria, da Toxina Termo-Labil e ativa a motilidade em E. coli
Enterotoxigénica.

Os animais vacinados com a bacterina produzida com a adicdo de meio
condicionado (Quorum Sensing) produziram titulos de anticorpos significativamente

superiores aos animais vacinados com a bacterina produzida convencionalmente.

Nossos dados sugerem que o sistema Quorum Sensing pode ser um
promissor processo na obtencdo de bacterinas expressando uma maior quantidade
de importantes antigenos vacinais contra enfermidades causadas por E. coli
Enterotoxigénica.
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