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RESUMO

Intimina € o principal fator de viruléncia envolvido na patogénese de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) e de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). A deteccao
de EHEC e EPEC tipica ou atipica é de fundamental importancia na definicdo da
conduta terapéutica das infec¢cbes promovidas por E. coli, que ainda sdo a principal
causa de diarreia aguda em criancas e adultos em muitos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Anticorpos sao ferramentas importantes na deteccdo de diversos
patégenos. Neste trabalho avaliou-se a sensibilidade e especificidade dos anticorpos
policlonal e monoclonal anti-intimina frente a isolados de EPEC e EHEC por
immunoblotting. Os anticorpos apresentaram 100% de especificidade e a sensibilidade
foi de 97%, 92% e 78%, quando se utilizou a fracdo enriquecida em IgG do soro de
coelho, antissoro de rato e anticorpo monoclonal, respectivamente. Esse anticorpo
monoclonal anti-intimina foi caracterizado como IgG2b e 1 pg desse anticorpo
reconheceu 0,6 pug de intimina purificada com uma constante de dissociacdo de 1.3 X
10® M. A menor reatividade do anticorpo monoclonal em relacdo aos anticorpos
policlonais levou-nos a clonagem e expressao do fragmento variavel de cadeia simples
desse anticorpo (scFv). Para isso, 0 mRNA do hibridoma anti-intimina foi extraido,
reversamente transcrito para cDNA e amplificadas as cadeias leve e pesada da fragao
variavel do anticorpo, utilizando iniciadores aleatérios comerciais. As cadeias
amplificadas foram ligadas ao vetor pGEM-T Easy e sequenciadas. Iniciadores
especificos foram desenhados e utilizados em uma estratégia de amplificacdo e unido
das cadeias, formando o scFv, que por sua vez foi clonado no vetor de expressao pAE.
Linhagem de E. coli BL21(DE3)pLys foi transformada com o plasmideo pAE-scFv anti-
intimina e submetida a indugédo protéica. O scFv anti-intimina foi expresso de forma
insolavel, solubilizado, purificado e submetido ao ensaio de refolding. O rendimento
obtido foi de 1 mg de proteina por 100 mL de cultivo bacteriano. Para testar a
funcionalidade do scFv, foram realizados ensaios de ELISA de captura e
imunofluorescéncia. Os resultados mostraram que 275 ng de scFv reagiram com 2 ug
de intimina purificada a uma absorbancia de aproximadamente 0,75 e por
imunofluorescéncia mostrou uma forte reatividade ao isolado de EPEC tipica E2348/69.
Este estudo demonstrou que o0 anticorpo recombinante anti-intimina obtido foi capaz de
reconhecer a regido conservada de intimina (Intsgs.67) Na forma purificada e a intimina a
no isolado de EPEC tipica, e se mostrou mais eficiente que o anticorpo monoclonal
nativo.

Palavras chave: EPEC. EHEC. Intimina. Anticorpo monoclonal. scFv



Anti-intimin antibodies: polyclonal and monoclonal reactivity analyzes, cloning
and expression of single chain fragment variable (s cFv) of monoclonal antibodies

Intimin is the major virulence factor involved in the pathogenesis of enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) and enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC). The detection
of EHEC and typical or atypical EPEC has fundamental importance in defining the
therapeutic management of infections caused by E. coli, which are still the leading
cause of acute diarrhea in children and adults in many developed and developing
countries. Antibodies are important tools in the detection of several pathogens. In this
study it was evaluated the sensitivity and specificity of polyclonal and monoclonal
antibodies against intimin in the detection of EPEC and EHEC by immunoblotting. All
employed antibodies showed 100% specificity and the sensitivity was 97%, 92% and
78% for rabbit anti-intimin 1gG-enriched fraction, rat antisera and monoclonal antibody,
respectively. This anti-intimin monoclonal was characterized as 1gG2b and 1 ug
recognized 0.6 pg of purified intimin with a dissociation constant of 1.3 x 10® M. The
less extent reactivity of monoclonal led us to clone and express the single chain
fragment variable of this antibody (scFv). Thus, the anti-intimin hybridoma mRNA was
extracted, reverse transcribed to cDNA and the light and heavy chains of variable
fragment of the antibody were amplified using commercial random primers. The chains
were amplified, ligated to the pGEM-T Easy vector and the insert was sequenced.
Specific primers were designed and used in a strategy to amplify and link the chains,
obtaining the scFv, which was cloned into the pAE expression vector. E. coli
BL21(DE3)plys was transformed with the pAE-scFv anti-intimin plasmid and subjected to
induction of protein expression. The scFv anti-intimin, expressed in the insoluble
fraction, was purified and submitted to refolding. The yield was 1 mg of protein per 100
mL of bacterial culture. To test the functionality of the scFv, ELISA and
immunofluorescence assays were performed. The results showed that 275 ng of scFv
reacted with 2 pg of purified intimin resulting in an absorbance of 0.75. By
immunofluorescence it was observed a strong reactivity to the typical EPEC isolate
E2348/69. This study demonstrated that the recombinant anti-intimin antibody obtained
was able to recognize the conserved region of intimin (Intsgg.es7) in its purified form and a
intimin in a typical EPEC isolate, and was more efficient than the native monoclonal
antibody.

Key-words: EPEC. EHEC. Intimin. Monoclonal antibody. scFv
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € o microorganismo facultativo predominante na microbiota
intestinal humana, e coloniza o trato gastrointestinal dentro de poucas horas apds o
nascimento do hospedeiro. E um bacilo Gram negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, exercendo um importante papel na manutencdo da fisiologia

intestinal tanto humana quanto animal (Nataro, Kaper, 1998).

E. coli normalmente permanece inofensiva confinada ao lumen intestinal,
entretanto, mesmo as cepas de E. coli ndo patogénicas podem causar infec¢do quando
0 hospedeiro encontra-se debilitado, imunodeprimido ou quando as barreiras
gastrointestinais sédo violadas. Ao longo do tempo, cepas de E. coli patogénicas vém
adquirindo fatores de viruléncia especificos, conferindo um aumento na habilidade de
se adaptar a novos nichos causando um amplo espectro de doencas em individuos
saudaveis (Kaper et al., 2004). Trés sindromes clinicas podem resultar da infeccéo por
estes patotipos: infec¢cdes do trato urinario, sepse e meningite. Além desses, ha os
patotipos associados a doencas entéricas conhecidos como E. coli diarreiogénica
(DEC) (Kaper et al., 2004).

1.2 E. coli diarreiogénica (DEC)

Isolados de E. coli diarreiogénicas tém grande importancia médica e
epidemioldgica, pois representam o patdogeno bacteriano mais comumente associado
as formas endémicas de diarreia. A diarreia, por sua vez, é considerada um dos
grandes problemas de saude publica mundial, com mais de dois milhdes de mortes
ocorridas a cada ano, particularmente entre criancas abaixo de cinco anos de idade

(Clark et al., 2003).

Considerando-se seus mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes
clinicas que causam, os sorotipos O:H, aspectos epidemioldgicos e/ou tipos de
interacdo em linhagens celulares (Nataro, Kaper, 1998), as E. coli diarreiogénicas séo
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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
adeséo difusa (DAEC). Embora essa classificacdo 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 um subgrupo das E. coli
produtoras da toxina de Shiga (STEC) (Kaper et al., 2004).

EPEC tem sido identificada como o principal agente de diarreia aguda em paises
em desenvolvimento (Nataro, Kaper, 1998). Isolados de EPEC s&o capazes de causar
um efeito histopatoldgico caracteristico em bidpsias intestinais, bem como em culturas

celulares, conhecido como attachment and effacement (A/E) (Moon et al.,1983).

STEC compreende todas as amostras de Escherichia coli que produzem as
toxinas de Shiga, Stxl1 e Stx2, e que estdo associadas a colite hemorragica e a
sindrome hemolitica urémica (Agbodaze, 1999). Este patdgeno representa 0 mais
importante agente etiologico 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 expressdo das toxinas de Shiga,
causa a lesdo A/E, como as EPEC.

ETEC é um importante patdgeno causador da diarreia aguda, sendo a principal
causa de morbidade e mortalidade entre criancas de um a cinco anos de idade em
paises em desenvolvimento (Qadri et al., 2005). Além disso, esta associado a diarreia
dos viajantes que acomete turistas e militares oriundos de paises desenvolvidos em
visita a regides tropicais e subtropicais endémicas. Estes organismos produzem a

toxina termo estavel (ST) e/ou a toxina termo labil (LT) (Sears, Kaper, 1996).

EAEC é caracterizada por aderir a células epiteliais cultivadas no padrédo
denominado de adesédo agregativa (Nataro et al., 1987). Este patotipo esta envolvido
em surtos de diarreia persistente principalmente em criancas e idosos (Kaper et al.,
2004).
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EIEC apresenta a capacidade de invadir e de multiplicar-se em células epiteliais,
causando diarreia aquosa e quando a infec¢éo € severa pode causar colite inflamatdria,

assim como a Shigella spp. (Levine, 1987; Nataro, Kaper, 1998).

DAEC é a categoria de E. coli diarreiogénica que apresenta um padrdo de
adeséo difusa em células epiteliais em cultura. Neste padrdo de adeséo 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
séo isoladas tanto de amostras diarréicas como de fezes ndo diarréicas (Kaper et al.,
2004).

1.3 Patogenicidade de E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli

enterohemorragica (EHEC)

O mecanismo central da patogénese de EPEC e EHEC € uma lesdo chamada
attaching and effacing (A/E), que é caracterizada pela destruicdo das microvilosidades,
aderéncia intima da bactéria ao epitélio intestinal, polimerizagdo da actina e de outros
elementos do citoesqueleto nos sitios de ligacdo da bactéria no interior do enterdcito,
formacdo de um pedestal na superficie da célula. Esse mecanismo esta dividido
didaticamente em trés estagios: (i) aderéncia inicial a célula hospedeira, (ii) producéo e
translocacdo das proteinas bacterianas por uma agulha formada pelo complexo de
secrecao do tipo Il e (iii) ligacdo da intima ao receptor Tir com a formacao do pedestal
(Chen, Frankel, 2005; Garmendia et al., 2005; Nataro, Kaper, 1998; Vallance, Finlay,
2000).

Os genes associados a lesdo A/E estdo localizados 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 codifica o sistema de
secrecdao tipo Il (SSTT) (Jarvis et al., 1995) e chaperoninas associadas — genes esc (E.

coli secretion).

Em LEE também estdo localizados: i) o gene eae (E. coli attachment

effacement), responsavel por codificar uma proteina de membrana externa de 94 kDa,
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denominada intimina, que medeia a adesao intima da bactéria a célula epitelial (Jerse
et al., 1990; Frankel et al., 1994); ii) os genes esp (EPEC secreted proteins) e o gene
map (mitochondria associated protein), responsaveis pela codificacdo de proteinas
efetoras e estruturais como EspA, EspB, EspD, EspF, EspG, EspH e Map (Kaper et al.,
2004); iii) o gene tir (translocated intimin receptor) que codifica a proteina efetora de 90
kDa denominada Tir, que também € translocada para o interior da célula epitelial
(Kenny, Warawa, 2001).

Muitas linhagens de EPEC produzem um padrdo de aderéncia caracteristico,
chamado adesao localizada (AL), em cultura de células epiteliais. Neste padrdo, as
bactérias ligam-se em areas localizadas da superficie celular, formando microcolénias
compactas (grupos bacterianos) que podem ser visualizadas apés a bactéria ter sido
mantida em contato com as células epiteliais por 3 horas. Esse fendmeno esta
associado a presenca do plasmideo EAF (pEAF), que carrega a sequUéncia 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 fenoétipo € evidenciado pelo padréo AL em células epiteliais cultivadas
in vitro (Giron et al., 1991, Trabulsi et al., 2002).

A fimbria BFP, além de possibilitar a agregacdo bacteriana em microcolonias,
também estd envolvida no evento de dispersdo (Knutton et al.,, 1999), auxiliando na
infeccdo de outros sitios, e tornando mais eficiente a colonizagdo. Além disso, EAF
possui trés ORF's denominadas perA, perB e perC (plasmid-encoded regulator), cujas
proteinas codificadas formam um complexo regulador capaz de ativar a transcricdo de
alguns genes de LEE, através do gene ler (LEE-encoded regulator), bem como do

operon bfp no préprio plasmideo EAF.

Em relagédo a patogénese de EHEC, além da lesdo A/E, esse patotipo produz as
toxinas de Shiga (Stx). A familia Stx contém dois principais grupos: Stx1 e Stx2,
podendo apresentar variantes. Um isolado de EHEC pode produzir somente Stx1 e/ou

Stx2 ou ainda multiplas formas de Stx1 e Stx2 (Scheutz et al., 2001).
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Stx1 e Stx2 s&o produtos dos genes stx1 e stx2 (O’'Brien et al., 1989; Schmidt et
al., 1999; Welinder-Olsson et al.,, 2002) codificados por bacteriéfagos lisogénicos.
Essas toxinas sdo do tipo A;Bs, apresentando uma subunidade A com 35 kDa e 5
subunidades B com 7,5 kDa. A subunidade A é composta por um peptideo de 27,5 kDa
(A1) que possui atividade enzimatica e um peptideo de 7,5 kDa (A;) que liga a
subunidade A a subunidade B. A subunidade B é responsavel pela ligacao da toxina ao
receptor globotriasilceramida (Ghbsz) presente na superficie de células eucaridticas
(Nataro, Kaper, 1998; Gyles, 2007). Stx1 é imunologicamente idéntica a toxina de
Shiga produzida por Shigella dysenteriae tipo I. As subunidades A e B das toxinas Stx1
e Stx2 possuem, entre si, 55% e 57% da seqiiéncia genética idéntica, respectivamente
(Nataro, Kaper, 1998).

Além das toxinas de Shiga, existem outros fatores capazes de aumentar ou
colaborar na patogenicidade de EHEC. Existe uma associacdo entre a presenca do
gene eae e a doenca severa, no entanto, as lesdes associadas a colite hemorragica
(CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU) sdo causadas pela acdo das toxinas de
Shiga nas células endoteliais (O'Brien, Holmes, 1987). Stx2 tem maior participacdo na
patogénese de SHU e é mais toxica para célula eucaridtica do que Stx1 (Nataro, Kaper,
1998).

1.4 Epidemiologia de EPEC e EHEC

EPEC foi o primeiro patotipo de E. coli a ser descrito. Surtos de diarreia infantil
no Reino Unido levaram Bray (1945) a descrever um grupo sorologicamente distinto de
linhagens de E. coli que foram isoladas de criangcas com diarreia, mas nao de criancas
saudaveis. Em 1995, EPEC foi dividida em dois grupos: EPEC tipica (tEPEC) e EPEC
atipica (aEPEC), onde o plasmideo EAF esta presente somente no primeiro grupo
(Kaper; 1996).

As EPEC atipicas, desde a década de 90, vém substituindo as tipicas em paises
desenvolvidos, e nos paises em desenvolvimento, vém aparecendo como um patdgeno
emergente (Smith et al., 1996; Scaletsky et al., 1999, 2002; Trabulsi et al., 2002; Bueris
et al.,, 2007; Franzolin et al., 2005; Ochoa et al., 2008; Moreno et al., 2008). A
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emergéncia destes isolados antecedeu o desaparecimento quase total das chamadas
EPEC tipicas, que antes eram a principal causa de diarreia infantii em nosso meio
(Gomes et al., 1991).

Dados recentes sugerem que aEPEC é mais prevalente que tEPEC tanto nos
paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos (Ochoa et al., 2008), embora
tEPEC tenha sido considerada por muitos anos como a principal causa de diarreia
infantil nos paises em desenvolvimento e considerada rara nos paises do primeiro

mundo.

Em paises desenvolvidos as EPEC atipicas ja foram relacionadas a surtos de
infecgdo alimentar em adultos (Viljanen et al., 1990; Hedberg et al., 1997), a diarreia
adquirida na comunidade em jovens de Melbourne na Australia (Robins-Browne et al.,

2004) e a individuos soropositivos para HIV de varias idades (Kaper, 1996).

A associacdo de aEPEC com diarreia continua controversa, mas sua alta
prevaléncia no mundo e o envolvimento de algumas cepas em surtos de diarreia
confirmam que algumas cepas sao patogénicas (Hernandes et al., 2009) conforme

demonstrado em diversos estudos.

Afset e colaboradores detectaram na Noruega linhagens de aEPEC em 31,6%
dos pacientes apresentando sintomas de gastroenterite com longa duragao (Afset et al.,
2003). Um estudo de prevaléncia de diarreia aguda realizado na Tunisia demonstrou
gue isolados de EPEC tipica e atipica foram encontrados em pacientes adultos, e que
houve uma positividade de 10,4% de EHEC em criangas (Al-Gallas et al., 2007). Em
amostras de criangas com diarreia aguda e persistente na Tanzénia, as E. coli
diarreiogénicas apresentaram uma prevaléncia de 22,9%. Dentre elas as EPEC tiveram
uma positividade de 4,6%, a maioria tEPEC (92,3%) (Moyo et al., 2007).

No periodo de um ano, amostras de criancas pré-escolares de uma tribo na india
com diarreia aguda; as E. coli diarreiogénicas representaram 41% de todos os
patégenos isolados. Dentre as DEC, as EPEC tiveram uma prevaléncia de 26,2% e a
EHEC de 1,9% (Anvikar et al., 2008). E. coli diarreiogénicas também foram
encontradas em amostras de criangcas com diarreia em um hospital no Vietna, das 64

DEC isoladas, 9,2% eram AEEC (attaching/effacing Escherichia coli) e 2,8% eram
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EPEC (Hien et al., 2008). Em outra investigacédo, em amostras de criangcas com diarreia

aguda no Ira foi encontrada 12,6% de prevaléncia de EPEC (Jafari et al., 2009).

Na América Latina alguns estudos também demonstram o envolvimento de aEPEC
na etiologia da diarreia. Em um estudo com criangas da periferia da Cidade do México
gue apresentaram diarreia aguda, a prevaléncia de E. coli diarreiogénicas foi de 16%,
sendo que dentre elas 41% estava associada com aEPEC e 9% com tEPEC (Estrada-
Garcia et al., 2009). Em um estudo de vigilancia em comunidades pobres em Lima,
Peru, a prevaléncia de EPEC em criancas com diarreia foi de 7% (Ochoa et al., 2009).
Em uma investigacdo sobre etiologia de diarreia em criangcas na Nicaragua, foi
demonstrada uma positividade de 53,8% para E. coli diarreiogénica. Dentre elas,
aEPEC foi detectada em 16% dos casos (Vilchez et al., 2009).

No Brasil, cepas de aEPEC mostraram significante associa¢dao com diarreia infantil
em um hospital em S&o Paulo (Scaletsky et al., 1999), em criancas de até 5 anos de
idade em um hospital em Rondonia (Orlandi et al., 2006) e também foram um dos
patégenos mais prevalentes em criangas com diarreia na Bahia (Franzolin et al., 2005;
Bueris et al., 2007). Em um estudo de deteccdo de DEC em amostras de criangas com
diarreia no Espirito Santo, 30,3% foram positivos, dentre eles 5,5% de aEPEC e 4,6%
de tEPEC (Spano et al., 2008).

Embora alguns estudos tenham mostrado que pacientes infectados com aEPEC
tenham uma diarreia suave, ndo desidratante e ndo inflamatéria (Nguyen et al., 2006),
tipicamente a duracdo da diarreia em pacientes infectados com este patotipo €
significativamente mais longa do que aquelas causadas por outros patégenos,
indicando que aEPEC tem uma propensdo inata em persistir no intestino por mais

tempo do que outras E. coli diarreiogénicas (Ochoa et al., 2008).

Em relacdo a epidemiologia das EHEC, E. coli O157:H7 é o sorotipo mais
estudado neste patotipo, sendo considerada a mais virulenta e frequente (Riley et al.,
1983). Embora muita énfase tenha sido dada a este sorotipo, o grupo das STEC
compreende quase 250 sorotipos diferentes e aproximadamente 100 destes, sao
associados as doencas (Johnson et al., 2006). Alguns como O157:NM, 026:H11,
O111:NM, 0O121:H19, O145:NM, O111:H8 e O113:H21 possuem potencial patogénico
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similar a O157:H7. Outros sorogrupos também associados sdo 055, 091, 0103 e
0119 (Paton; Paton, 1998; Vaz et al., 2004; Caprioli et al., 2005).

A infeccdo por EHEC é facilitada pela dose extremamente baixa, menor que 100
células. Estas infeccdes tém sido associadas ao consumo de carne, leite e derivados
contaminados, pois as EHEC sdo comumente encontradas no intestino de animais
reservatorio, dentre eles o gado bovino (principal reservatério), e nos ambientes onde
esses alimentos sdo mantidos. Surtos de EHEC também foram associados com fontes
de A&gua contaminada, consumo de vegetais frescos e produtos vegetais
industrialmente processados (Caprioli et al., 2005). Estudos mostraram que a presenca
de EHEC em nosso rebanho variou de 12% a 75%, dependendo da regido estudada
(Cerqueira et al., 1999; Leomil et al., 2003; Moreira et al., 2003; Irino et al., 2005; Farah
et al., 2007; Timm et al., 2007). Dados recentes mostram que o gado brasileiro ndo é
somente um reservatorio de EHEC, mas também uma fonte de infecgdo para humanos
ja que alguns sorotipos associados com doencas severas foram isolados destes (Aidar-
Ugrinovich et al., 2007).

EHEC constitui-se hoje como um dos principais problemas de saude publica em
varios paises, dentre eles Argentina, Estados Unidos, Canada e Japao, além de varios
paises da Europa, e existem varios relatos de casos na América Latina, principalmente
Uruguai e Chile (Kaper; O Brien, 1998; Beutin, 2006).

Irino et al. (2002) e Guth et al. (2002) descreveram alguns casos de infec¢des por
EHEC no Brasil, principalmente em criancas. Do mesmo modo, Vaz et al. (2004),
realizando um estudo retrospectivo em 2607 amostras isoladas de casos diarréicos
entre 1976 e 1999 de criangas menores de cinco anos de idade e pacientes adultos
imunocomprometidos, no estado de S&o Paulo, identificaram 29 STEC (1,1%) sendo
gue 89,6% destes apresentaram 0s genes stx1 e eae.

Casos notificados ao Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) ou rastreados
pela Autorizacdo de Internacdo Hospitalar (AlH) e Fundagdo Sistema Estadual de
Andlise de Dados (Fundacdo SEADE) do Estado de S&o Paulo no periodo de 1998 a
2006 apontaram a ocorréncia de 87 casos de SHU com 35 0bitos relacionados ou néo a

alimentos (CVE, 2007). Infelizmente, nesses casos, nem sempre o agente etioldgico foi
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identificado, dificultando um panorama geral epidemiolégico das EHEC. Além disso, um
dos Unicos agentes rastreados € a EHEC O157:H7 e como esse sorotipo € pouco
encontrado em nosso pais, pode haver uma falsa realidade de que a fonte de SHU nao
seja EHEC. Todavia, sabemos que existem outros sorotipos ndo-0157 associados a
SHU que nao sao identificados nessas ocorréncias.

1.5 Deteccéo de intimina

Em 1985 foi descrita uma adesina de 94 kDa, uma proteina de membrana externa
(OMP) encontrada em EPEC e ndo em ETEC. No momento, achava-se que essa
proteina era produto do plasmideo EAF, pois era consistentemente observada em
isolados de EPEC que continham o plasmideo, e ndo em isolados curados do
plasmideo (Levine et al., 1985). Jerse et al. (1990) identificaram o gene eae com
hipotese de estar envolvido na atividade da lesdo A/E utilizando mutantes que
perderam a atividade de produzir a lesdo em cultivo celular. Jerse e Kaper (1991)
identificaram uma proteina de 94 kDa como produto do gene eae utilizando um
antissoro que reconheceu essa proteina em E2348/69 [cepa prototipo de tEPEC
(0127:H6)] e JPN15 (E2348/69 curado do plasmideo EAF) e ndo em mutantes do gene
eae.

McDaniel et al. (1995) demonstraram um grande locus cromossomal chamado
LEE (locus of enterocyte effacement) que codifica as proteinas envolvidas na leséo A/E,
€ mostrou que esta regido € conservada em patdgenos intestinais, que produzem esta
lesdo (EPEC, EHEC, E. coli diarreiogénica de coelhos (RDEC-1), Escherichia albertii e
Citrobacter freundii biotipo 4280)

Agin e Wolf (1997) obtiveram um antissoro em coelhos imunizados com a por¢ao
C-terminal da intimina de RDEC-1 clonada e expressa em E. coli, utilizando iniciadores
especificos descritos por Frankel et al. (1994). O antissoro mostrou reatividade por
immunoblotting contra extratos totais de isolados de EPEC (0111) e EHEC (026),
menos para E2348/69 e O157:H7, que mostrou baixa identidade com a porgdo C-

terminal da intimina de RDEC-1. Este estudo sugeriu que poderiam existir diferentes
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familias de intimina e que essas diferencas ndo estariam correlacionadas com

sorogrupo nem hospedeiro.

A partir de entdo, o gene eae de diversos isolados de EPEC e EHEC foi clonado e
sequenciado demonstrando que a regido 5’-terminal € altamente conservada, mas a
regido 3'-terminal desta proteina apresentava uma composi¢ao variavel (Frankel et al.,
1994). Essa regido variavel define os tipos e subtipos de intimina, que sdo conhecidos
pelas letras do alfabeto grego como a, a2, 1 a -3, vl y2, §, €, €2 a-4, (, n, n2, 6, 1, 12,
K, A\, v, & o, T, pe o (Agin, Wolf, 1997; Adu-Bobie et al., 1998; China et al., 1999; Reid
et al., 1999; Oswald et al., 2000; Zhang et al., 2002; Ramachandran et al., 2003; Beutin
et al., 2004; Blanco et al., 2004, 2006).

Portanto, em face desta diversidade, o possivel alvo comum para o diagndstico de
EPEC e EHEC foi identificado como a regido conservada de intimina que compreende
0s aminoacidos 388-667 (Int3gs-e67) (Adu-Bobie et al., 1998);

Batchelor et al. (1999) produziram um antissoro em coelhos para a detecgao de
todos os tipos de intimina conhecidos na época, através da clonagem, expressao e
purificacdo dos 280 aminoacidos entre Gly388 a Lys667 do gene eae de EPEC
E2348/69. O antissoro obtido foi utilizado em ensaio de immunobotting, immunogold e
imunofluorescéncia. Este antissoro mostrou alto grau de reatividade para diferentes

isolados de EPEC e EHEC, reconhecendo os tipos a, 3, Y, e d de intimina.

Vérios estudos foram realizados no Laboratério de Bacteriolgoia do Instituto
Butantan buscando desenvolver metodologias para a deteccdo de EPEC e EHEC em
nosso meio. Para a deteccao de isoaldos de EPEC e EHEC e a sua analise fenotipica,
Koga et al. (2003) produziram uma fracdo enriquecida em IgG contra a regido
conservada de intimina. O soro foi produzido em coelhos imunizados com intimina
conservada (Intzgse67). Esse antissoro foi utilizado em ensaios de immunoblotting,
immunofluorescéncia, citometria de fluxo, immunodot e immunogold, demonstrando que
0 anticorpo reconhece a intimina em diversos sorotipos de E. coli que expressam a
proteina. Este estudo demonstrou que a permeabilizacdo da membrana externa ou

desnaturacdo da proteina bacteriana permite que o anticorpo reconheca 0s subtipos
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a, B,y,0ecde intimina e que o ensaio de immunodot poderia ser uma possivel

alternativa como método de captura.

Com a perspectiva da validacdo de um teste rapido e de baixo custo para detectar
os isolados de EPEC e EHEC que expressam os diferentes subtipos de intimina, Rocha
(2005) analisou uma colecdo de amostras bacterianas por colony immunoblot. Na
padronizacdo do meétodo demonstrou-se que a expressdo de intimina foi excelente
guando os isolados bacterianos foram cultivados em agar McConkey, TSA e CFA, e
gue a transferéncia dos componentes protéicos para a membrana de nitrocelulose foi
mais eficiente quando se utiliza EDTA a 0,5 M. No entanto, quando empregado na
analise de um grande numero de isolados este soro policlonal mostrou excelente

especificidade, mas baixa sensibilidade reconhecendo somente os tipos a, 3, y, 0, €e 6.

Koga (2003), além da producéo e caracterizacdo do anticorpo policlonal, obteve
hibridomas a partir da fusdo das células dos linfonodos dos camundongos imunizados
com a porcdo conservada da intimina com as células mielomatosas. Essa fuséo
resultou em 60 hibridomas que secretavam anticorpos anti-intimina. Esses hibridomas
foram submetidos a varias diluigcbes limites e testados por ELISA, sendo classificados

em IgG2a e IgG2b de acordo com seu isotipo.

Outros autores também desenvolveram diferentes métodos para deteccdo de
intimina utilizando ensaios a partir da preparacéo de extrato de OMP para detectar a
presenca de EPEC. Vandekerchove et al. (2002) desenvolveram um anticorpo
monoclonal anti-intimina produzido a partir de camundongos Balb/c imunizados com
intimina purificada de OMP. Estes anticorpos foram utilizados no ensaio de ELISA de
captura para detectar a presenca de reatividade em soro de coelho. O método mostrou
alta especificidade, mas uma reduzida sensibilidade se comparado com o método de
ELISA direto.

Para a obtencdo de um método rapido e barato, Hajra et al. (2007) desenvolveram
um meétodo de deteccao de intimina por aglutinagdo. Um soro policlonal obtido em
coelho reconheceu uma banda de aproximadamente 97 kDa por immunoblotting com
cepas de EHEC. Este soro foi fixado em particulas de latex e feito o ensaio em colonias
de isolados. O ensaio de aglutinacdo detectou facilmente organismos de E. coli em
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uma concentracéo de 5x10° a 5x10” em uma diluicdo do soro de 1:2000, mas foi menos

especifico que no ensaio por immunoblotting.

1.6 Fragmento variavel de cadeia unica (scFv)

1.6.1 Tecnologia de anticorpos recombinantes

Os anticorpos monoclonais séo ferramentas que tém sido utilizadas na deteccao
de antigenos de diferentes patdégenos por apresentarem homogeneidade e poderem ser
produzidos ilimitadamente (Svennerholm et al., 1986). Entretanto, para a producédo de
anticorpos monoclonais, a partir de hibridomas, sdo necessarias infraestrutura para

culturas celulares que séo de alto custo e extremamente laboriosas.

A tecnologia dos anticorpos recombinantes € uma maneira alternativa de obter-se
anticorpos com baixo custo, com afinidades e especificidades desejaveis e que podem
ser obtidos a partir da manipulagdo da estrutura basica do dominio da molécula de
imunoglobulina. Uma das abordagens é a clonagem da cadeia simples do fragmento
variavel do anticorpo (scFv) em fagos filamentosos (Barbas et al., 1991; Clackson et al.,
1991, Griffiths et al., 1993; Marks et al., 1991, 1992; McCafferty et al., 1990). O scFv é
uma proteina de ligacdo ao antigeno composta de um dominio variavel da cadeia
pesada (V) e um dominio variavel da cadeia leve (Vi ou V,) da imunoglobulina unidas

por uma ligacéo peptidica flexivel.

Um dos sistemas utilizados para a obtencdo de anticorpos recombinantes é o
phage display, que permite a obtencdo de uma biblioteca de scFv para a selecdo de um
anticorpo especifico e com sensibilidade desejada. Este anticorpo recombinante &
clonado em um vetor e transformado em um hospedeiro eucarioto ou procarioto, como

células leveduriformes ou bacterianas.

A manipulacdo genética do anticorpo permite a criacdo de estruturas complexadas
com moléculas funcionais de acordo com a utilidade desejada. A tecnologia de
anticorpos recombinantes scFv vem sendo largamente empregada para 0 uso em
diagnosticos, marcadores moleculares e biofarmacos (Holliger, Hudson, 2005; Filpula,
2007).
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A construgcdo de um anticorpo recombinante funcional requer uma proteina
soltvel, pura, com um rendimento consideravel e a estrutura conformacional intacta
para a perfeita interacdo antigeno-anticorpo. Muitas tentativas resultam na expressao
de proteinas insollveis, internalizadas em corpusculos de inclusdo, impossibilitando sua
purificacdo, o que pode ser uma consequéncia da expressao de proteina heterdloga em
células bacterianas. Uma alternativa para tornar essa proteina soltuvel é a utilizacdo de
um tratamento com agentes desnaturantes e redutores, que liberam a proteina do corpo
de inclusédo, mas desestruturam a conformacdo da cadeia, tendo assim a necessidade
de um tratamento de refolding para restabelecer a estrutura original da proteina (Choi et
al., 2004; Lamberski et al., 2006; Shao, Zhang, 2008).

Alguns autores expressaram scFv solavel a partir de vetores construidos para co-
expressar estruturas que auxiliam o transporte da proteina expressa ao periplasma ou
citoplasma bacteriano ou até mesmo para libera-la no sobrenadante da cultura
bacteriana. Dentre essas estruturas estdo proteinas transportadoras, peptideo sinal e
chaperonas. Algumas dessas proteinas expressas requerem a clivagem desta proteina
fusionada, pois pode comprometer sua purificacdo e até mesmo alterar a sua
funcionalidade (Choi et al., 2004; Martin et al., 2006; Ye et al.,, 2008). Algumas
condicbes no crescimento bacteriano também influenciam a solubilidade da proteina
expressa, como a temperatura e tempo de crescimento bacteriano. Em temperaturas
baixas ha uma tendéncia de expressado de maior quantidade de proteinas soluveis,
porém costuma requerer maior tempo de crescimento (Skerra, Pluckthun, 1991;
Hamilton et al., 2003).

Em alguns casos, o vetor € construido para expressar fosfatase alcalina ou até
mesmo um fluoréforo complexado ao scFv, podendo assim o anticorpo recombinante
ser usado para a deteccdo do antigeno por reacdo enzimatica ou por fluorescéncia,
sem a necessidade do uso de um anticorpo secundario marcado (Griep et al., 1999;
Casey et al., 2000; Martin et al., 2006).
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1.6.2 Aplicac&o dos anticorpos recombinantes

Dentre os sistemas comerciais para clonagem de anticorpos, o Recombinant
Phage Antibody System (RPAS - GE Healthcare, Reino Unido) utiliza o vetor pPCANTAB
5 E para a clonagem e expressdo de scFv. Este sistema permite criar uma biblioteca
de fagos (bacteriofagos expressos por E. coli TG1 que apresentam o scFv exposto em
uma das extremidades) para a selecao de clones. O plasmideo do clone selecionado é
introduzido em E. coli HB2151 (linhagem nédo supressora do cédon de terminagao
ambar) que expressa o scFv de forma soltvel. O sistema de purificacdo do scFv se da

por afinidade a cauda de E-tag, que é codificada na extremidade C-terminal do scFv.

Este sistema foi utilizado na producéo de scFv anti-ricina, que demonstrou grande
afinidade pelo antigeno por immunoblotting (Gao et al., 1999) e de scFv especifico
contra carboidrato de superficie de espermatozoide, apresentando um padrdo de
aglutinacdo de espermatozdides pela cabeca e pela cauda observado por
imunofluorescéncia (Norton et al., 2001). Spats et al., (2003) desenvolveram um scFv
anti-IBVD (virus da doenga bursal infecciosa), a partir de galinhas imunizadas. Este
scFv detectou todos as cepas testadas do virus por ELISA e mostrou capacidade
inibitoria in vitro.

O sistema RPAS permitiu também criar uma biblioteca de fagos para a deteccéo
de lapus, mantendo a especificidade do anticorpo original (Leung et al., 2000). Além
disso foi construida uma biblioteca de fagos a partir de linfonodos de pacientes com
cancer gastrico, demonstrando boa especificidade ao antigeno (CEA e células MKN-28)
em ELISA e boa ligacdo por imunofluorescéncia e citometria de fluxo (He et al., 2002).
Zhang et al. (2003) construiram uma biblioteca de estruturas antigénicas de HVR1
(regido hipervariavel 1 do virus da hepatite C) demonstrando uma reatividade dos
clones de até 80% por ELISA, sugerindo que este sistema possa ser utilizado na

construcao de vacinas anti-HCV.

E possivel também a producéo de anticorpos diméricos ou conjugados a enzimas
a partir da manipulacdo da estrutura basica da sequéncia de nucleotideos. Albrecht et
al. (2004) expressou scFv dimérico unidos por uma ponte dissulfeto. O pCANTAB foi

mutado pela adicdo dos nucleotideos TGT que codificam uma cisteina na porgao
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carboxi-terminal do scFv. Com o grupo SH livre na porcdo C terminal, o scFv foi
expresso formando dimeros, aumentando a eficiéncia em ensaios de
imunohistoquimica. Da mesma forma, DeNardo et al. (2001) criaram um duplo scFv
(diabody) solavel contra antigeno tumoral, mas com baixo rendimento. Wang et al.
(2006) utilizaram pCANTAB para expressar fagos anti-PA (antigeno protetor de Bacillus
anthracis) e produziram biscFv-6w10-EAP (duplo scFv conjugado com fosfatase
alcalina) soluvel em pOPE101-215. Em pCANTAB o rendimento foi muito baixo, mas o

anticorpo recombinante produzido demonstrou alta fidelidade na deteccdo de PA.

Para diferentes fatores de viruléncia de E. coli diarreiogénicas também foram
construidos anticorpos recombinantes com diferentes finalidades. Dentre eles, Kiihne
et al. (2004) produziram anticorpos recombinantes que reconhecem EspA e intimina de
EHEC 0O157:H7. Esses anticorpos foram selecionados a partir de células do baco de
coelhos imunizados com a porcdo C-terminal de intimina de O157:H7 e a molécula
integral de EspA. A partir do cDNA (transcrito reversamente do RNA extraido) foram
construidos os scFvs e clonados em vetor pET22b. Por immunoblotting o scFv anti-
intimina reconheceu apenas intimina y e o scFv anti-EspA reconheceu fracamente
isolados dos sorogrupos O157 e O111, nao reconhecendo isolados dos sorogrupos
0127 ou 086 (Kuhne et al., 2004).

Bhaskaran et al. (2005) produziram scFv contra fimbria F5 de ETEC, que é um
dos fatores de viruléncia para adesdo no enterdcito animal, utilizando o sistema
pCANTAB obtendo scFv solivel em E coli HB2151. O scFv demonstrou a mesma
especificidade que o anticorpo monoclonal original e inibiu a hemaglutinagdo de HRBC

(células vermelhas do sangue de cavalo) que é promovida pela fimbria F5.

Chung et al. (2008) produziram scFvs obtidos de uma biblioteca de fagos
selecionados pela subunidade B de LT de ETEC. A subunidade B foi utilizada na forma
monomeérica e na forma pentamérica. Os anticorpos recombinantes mostraram
diferentes especificidades na reatividade com as diferentes formas da subunidade B de
LT.

A fimbria K99 é um dos fatores de adesdo bacteriana de ETEC ao enterdcito. A

sub-unidade FanC desta fimbria foi purificada e utilizada em ensaio de selecdo de
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clones de uma biblioteca de fagos. Apés varias etapas de selecéo, o clone especifico
de scFv anti-FanC foi submetido a expresséao de forma sollvel. O scFv anti-FanC inibiu
a aglutinacdo de enterécitos equinos, que € produzida por E. coli B41, uma ETEC
produtora de ST e fimbria K99 (Golchin, Aitken, 2008).

A partir de um anticorpo monoclonal anti-Stx2, Ma et al. (2008) construiram um
scFv, que foi clonado em pCANTAB modificado (contendo 6 residuos de histidina).
Assim como o anticorpo monoclonal, o scFv reconheceu Stx2 por immunoblotting,
neutralizou a toxina em ensaios com células HelLa e protegeu camundongos em teste
de desafio. Os autores sugerem que este scFv anti-Stx2 poderad ser usado na

prevencéo e terapia de doencas causadas por EHEC

A necessidade de se confirmar se os anticorpos obtidos a partir da imunizacéo de
animais com intimina conservada seriam ferramentas Uteis na deteccdo dos diferentes
tipos de intimina de EPEC e EHEC levou-nos ao primeiro objetivo desse trabalho que
consistiu na avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos anticorpos policlonal e

monoclonal anti-intimina frente a isolados de EPEC e EHEC.

Paralelamente, o desenvolvimento da tecnologia de anticorpos recombinantes
surgiu como uma metodologia extremamente pratica e viavel para a manipulacdo dos
mesmos, levando-nos ao segundo objetivo do presente trabalho que foi a clonagem e
expressao do fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) do anticorpo monoclonal IgG2b

anti-intimina e sua analise funcional.



35

2 OBJETIVO

Os objetivos desse estudo foram:

a) Avaliar a reatividade dos anticorpos policlonal e monoclonal anti-intimina
frente a isolados de Escherichia coli enteropatogénica e Escherichia coli

enterohemorragica;

b) Clonar, expressar e analisar a funcionalidade do fragmento variavel de

cadeia Unica (scFv) do anticorpo monoclonal anti-intimina.

Esta tese de doutorado foi dividida em dois capitulos. No primeiro capitulo
apresentamos a avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos anticorpos policlonal e
monoclonal anti-intimina na deteccdao de EPEC e EHEC por immunoblotting. Esses
resultados estdo apresentados na forma do artigo publicado no Journal of Applied
Microbiology (Menezes et al., 2009, Identification of enteropathogenic and
enterohaemorrhagic Escherichia coli strains by immunoserological detection of intimin,
doi:10.1111/j.1365-2672.2009.04484.x). No segundo capitulo relatamos a clonagem,
expressao e ensaios de funcionalidade do fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) do

anticorpo monoclonal 1IgG2b anti-intimina.
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3 CAPITULO I: ANALISE DA REATIVIDADE DOS ANTICORPOS POLICLONAL E
MONOCLONAL ANTI-INTIMINA FRENTE AOS ISOLADOS DE EPE C E EHEC

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade e a especificidade do anticorpo
monoclonal e do soro policlonal de rato e coelho, 72 isolados de aEPEC, 12 isolados de
tEPEC e 11 isolados de EHEC foram testados por immunoblotting. Todos os anticorpos
demonstraram uma especificidade de 100%, nao reagindo com nenhum dos isolados
eae-negativos testados. A sensibilidade variou de acordo com o antissoro empregado,
a fracdo enriquecida em IgG do soro policlonal de coelho, mostrou uma maior
positividade frente as amostras testadas (97%), seguida de 92% e 78% de sensibilidade

com o antissoro de rato e o monoclonal anti-intimina, respectivamente.
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Introduction

Abstract

Aims: To evaluate the sensitivity and specificity of polyclonal and monoclonal
antibodies (Mabs) against intimin in the detection of enteropathogenic and
enterohaemorrhagic Escherichia coli isolates using immunoblotting.

Methods and Results: Polyclonal and Mabs against the intimin-conserved
region were raised, and their reactivities were compared in enteropathogenic
E. coli (EPEC) and enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) isolates using immuno-
blotting analysis. In comparison with rat antiserum, rabbit anti-intimin
IgG-enriched fraction had a stronger recognition pattern to a wide spectrum of
intimin types in different EPEC and EHEC serotypes. On the other hand,
murine monoclonal IgG2b specific to intimin, with dissociation constant of
1:3 X 10~ mol 17", failed in the detection of some of these isolates.

Conclusion: All employed antibodies showed 100% specificity, not reacting
with any of the eae-negative isolates. The sensitivity range was according to the
employed antisera, and 97% for rabbit anti-intimin IgG-enriched fraction,
followed by 92% and 78% sensitivity with rat antisera and Mab.

Significance and Impact of the Study: The rabbit anti-intimin IgG-enriched
fraction in immunoblotting analysis is a useful tool for EPEC and EHEC
diagnoses.

1983) and is currently considered as an emerging zoo-
notic pathogen (Beutin 2006) that can cause acute gastro-

Diarrhoea is one of the leading causes of death in chil-
dren, accounting for ¢. 2 million deaths per year world-
wide, particularly among infants younger than 5 years
(Kosek et al. 2003; Bryce et al. 2005). Although many
viruses, bacteria and parasites can cause acute and persis-
tent diarrhoea, diarrhoeagenic Escherichia coli (DEC) can
be considered as one of the most important groups of
pathogens involved in the diarrhoeal disease (Ochoa et al.
2008). Amongst them, enteropathogenic E. coli (EPEC)
and Shiga toxin-producing E. coli (STEC) are responsible
for this disease in developing and industrialized countries,
respectively (Kaper et al. 2004).

Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC), a subgroup of
STEC, is identified as a human pathogen (Riley et al

© 2009 The Authors

enteritis and haemorrhagic colitis (O’Brien et al. 1984)
and produce severe/fatal renal and neurological complica-
tions as a result of the translocation of Shiga toxins (Stx1
and Stx2) across the intestinal wall.

EPEC strains may carry the EPEC adherence factor
plasmid (pEAF), which encodes the genetic determinants
of the bundle-forming pilus (BFP) and Per regulators
(Kaper et al. 2004). BFP is a type IV fimbriae that pro-
motes the interbacterial adherence and the formation of
tight microcolonies on cultured epithelial cells (Girén
et al. 1991), Per regulates plasmid and chromosomal viru-
lence genes (Mellies er al. 2007). The presence or absence
of pEAF classifies EPEC in two subgroups named typical
(tEPEC) and atypical (aEPEC), respectively (Kaper 1996).

Journal compilation © 2009 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 1
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tEPEC refers to certain serotypes of E. coli that were first
incriminated in epidemiological studies as causes of
epidemic and sporadic infantile diarrhoea in industrial-
ized countries; it is still an established etiological agent of
human diarrhoea and remains as an important cause of
infant morbidity and mortality in developing countries
(Trabulsi et al. 2002; Moreno et al. 2008; Ochoa et al.
2008). aEPEC has been now considered as an emerging
pathogen in both industrialised and developing countries
(Viljanen et al. 1990; Hedberg et al. 1997; Afset et al.
2003; Gomes et al. 2004; Franzolin et al. 2005; Araujo
et al. 2007; Bueris et al. 2007).

EPEC and EHEC strains represent a large and hetero-
geneous group of E. coli sharing the capability of produc-
ing A/E lesions, which is characterized by microvilli
efficement and intimate bacterial adherence to the
enterocytes (Moon et al. 1983) and considered as the
central mechanism of EPEC pathogenesis (Kaper et al.
2004). The genetic determinants for the production of the
A/E lesion are located on a chromosomal pathogenicity
island named the locus of enterocyte effacement or LEE
region (McDaniel et al. 1995), which encodes a type III
secretion system, secreted proteins, chaperones, regulators,
intimin — an outer membrane adhesin — and its translo-
cated receptor (Garmendia et al. 2005).

Intimin, the product of the eae gene, is responsible for
the intimate adherence to the enterocyte membranes that
triggers the A/E lesion (Caron et al. 2006). Studies of
the intimin family of proteins showed that their cell-
binding activity is localized at the C-terminal 280 amino
acids (Intygy) (Frankel ef al. 1994) and that a specific
cysteine residue (Cysgs;) in EPEC intimin is essential for
binding activity (Frankel eral. 1995, 1998). The eae
genes of several strains have been cloned, sequenced and
described as presenting a highly conserved 5’-terminal
region and a variable 3’-terminal region (Frankel et al.
1994). This variable region determines the intimin types
and subtypes, namely, o, a2, f1-3, y1, 2, J, ¢, €24, {,
n, 12, 0, 1, 12, k, A, uB, vB, £, 0, m, p and o (Agin and
Wolf 1997; Adu-Bobie et al. 1998; China et al. 1999;
Reid et al. 1999; Oswald et al. 2000; Tarr and Whittam
2002; Zhang et al. 2002; Ramachandran et al. 2003;
Beutin et al. 2004; Blanco et al. 2004, 2005, 2006;
Garrido et al. 2006).

In face of this diversity, a promising common target
for diagnostic purposes is probably the conserved region
of the intimin (Intygg ¢67) (Adu-Bobie et al. 1998;
Batchelor et al. 1999). Polyclonal rabbit antisera against
this region has been shown to react with some tEPEC
isolates by immunoblotting, immunofluorescence, immu-
nogold or slot-blot immunoassay (Batchelor et al. 1999;
Koga et al. 2003). The aim of present study was to com-
pare the sensitivity and specificity of rabbit anti-intimin
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IgG-enriched fraction, rat intimin antisera and murine
monoclonal IgG2b anti-intimin in the detection of EPEC
and EHEC isolates.

Materials and methods

Bacterial strains

The bacterial isolates used in this study consisted in 16
eae-negative strains (three enteroaggregative E. coli; three
enterotoxigenic E. coli, three diffusely adherent E. coli,
three enteroinvasive E. coli and four E. coli strains from
microbiota) and 95 eae-positive isolates [12 tEPEC strains
of serotypes O55:H6 (two strains), O55:H51 (one strain),
086:H34 (one strain), Olllab:H12 (two strains),
O114:H2 (one strain), O119:H6 (two strains), O127:H40
(one strain) and O142:H34 (two strains) (Campos et al.
1994; Scotland et al. 1996; Gongalves ef al. 1997; Rosa
et al.1998), 11 EHEC strains of serotypes O157:H7 (four
strains), O26:H11 (two strains), O103:H2 (one strain),
O111:H8 (two strains) and O111:NM (two strains)
(Mairena et al. 2004; Cergole-Novella et al. 2006;
Mendes-Ledesma et al. 2008) and 72 aEPEC belonging to
different serotypes and intimin types (Abe et al. 2009)].

tEPEC prototype strain E2348/69 (Levine ef al. 1985)
and E. coli DH50 (Sambrook et al. 1989) were employed
as positive and negative controls, respectively; and
pET28a-intiminsgg ¢, was used to obtain the purified
His-tagged Intsgg ¢6; (Batchelor et al. 1999). The eae
mutant CVD206 (Donnenberg and Kaper 1991) and
E. coli DH5a were used for sera adsorption.

Purified intimin

The conserved region of intimin (Intsgg ¢67) Was purified
from His-pET28a-intimin as described by Batchelor et al.
(1999). The purity of the polypeptide preparation was
confirmed by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) analysis (Laemmli
1970; Studier 1973), followed by Coomassie blue R-250
staining.

tEPEC and EHEC intimin typing

Intimin of EHEC and tEPEC were typed by PCR and
restriction fragment length polymorphism (RFLP), using
the protocol described by Jenkins ef al. (2003). Briefly,
the variable region of intimin was amplified by PCR with
primers forward (GATTCAAAACTGTTAACTCA) and
reverse (TTATCAGCMTTAATCTCAGT), and the ampli-
fied fragments of c. 1852 bp were analysed using agarose
gel (1%) electrophoresis. The amplified fragments were
eluted from gel, digested with Hhal (Invitrogen), and the

© 2009 The Authors
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digestion patterns were compared with reference strains
of each intimin type.

Anti-intimin polyclonal antibodies

Polyclonal serum was obtained in rabbits and rats.
Rabbits were immunized subcutaneously with 200 ug and
rats intraperitoneally with 10 pug of purified intimin
(Intsgg_ge7) in Montanide™ ISA 50V (SEPPIC, Paris,
France), respectively. After 21, 31 and 41 days, the ani-
mals were boosted with the same antigen dose without
adjuvant. Serum samples were obtained just before
immunization by auricular-venom method, to be used as
negative control in specific antibody evaluation. Serum
samples were also obtained 10 days after the last antigen
injection and subsequently analysed using ELISA. The
rabbit anti-intimin IgG-enriched fraction was obtained as
described by McKinney and Parkinson (1987). Rabbit
anti-intimin IgG-enriched fraction and also rat polyclonal
antibody antisera were adsorbed against E. coli DH5x and
E. coli CVD206 to remove possible cross-reactivity with
other E. coli proteins.

Sera reactivity

The reactivity of the immune sera was tested by ELISA.
Microplates (Nunc-Immuno  MaxiSorp,  Roskilde,
Denmark) were coated overnight at 4°C with 100 ul well
volume of 0-05 mol ™' sodium carbonate-bicarbonate
buffer (pH 9:6) containing 15 ug ml™"' of purified intimin
(Intsgg ¢67). After blocking [5% (w/v) skim milk in
phosphate-buffered saline, PBS] for 30 min at 37°C, the
microplates were incubated for 1 h at 37°C with anti-inti-
min polyclonal antiserum (rabbit, rat or mouse) diluted
from 1:50 to 1: 12 800. The reactions were followed by
incubation with goat anti-rabbit (1 : 5000), goat anti-rat
(1 :5000) or goat anti-mouse IgG peroxidase-conjugated
antibodies (1 : 10 000) (Zymed, San Francisco, CA, USA)
for 1 h at room temperature. ELISA was developed with
0-5 mg ml™" of g-phenylenediamine (OPD; Sigma Aldrich
Co, St Louis, MO, USA) plus H,0,, and the reaction
stopped by the addition of 1 mol1™" HClL The absor-
bance was measured at 492 nm in a Multiskan EX ELISA
reader (Labsystems, USA).

Monoclonal antibody (Mab) production

Four- to 6-week-old female Balb/c mice were immunized
into footpad with 10 ug of purified intimin in Monta-
nide™ ISA 50V (SEPPIC). After 4-week interval, mice
were boosted with the same antigen dose without adju-
vant. Serum samples were obtained just before the first
immunization by retro-orbital sinus method, to be used

© 2009 The Authors
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as negative control in specific antibody evaluation. Serum
samples were also obtained 10 days after the last antigen
injection and subsequently analysed by ELISA. The mouse
with the highest antibody titre was boosted with 10 ug of
purified intimin without adjuvant 4 days prior to the cell
fusion and then sacrificed by cervical dislocation. Popli-
teal lymphnodes were removed aseptically, and single cell
suspensions were prepared by mechanically disrupting the
tissues through a sterile nylon cloth sieve (100 um pore
size) into RPMI medium containing penicillin/strepto-
mycin. The popliteal lymphnode cells were fused with
SP2/0-Agl4 mouse myeloma cells (2 : 1) using polyeth-
ylene glycol 4000. The fused cells were suspended in HAT
(hypoxanthine aminopterin thymidine)-RPMI 1640 med-
ium containing 10% FCS (fetal calf serum) into 96-well
microplates (Techno Plastic Products AG, TPP, Switzer-
land). The microplates were incubated at 37°C in the
presence of 5% CO, for 12 days. To screen cultures for
antibody production, 100 ul of culture supernatant was
added to the wells of 96-well plate (Nunc-Immuno Poly-
Sorp, Roskilde, Denmark) previously coated with purified
intimin. The ELISA test was completed as described ear-
lier. Hybridomas from cultures showing significant anti-
body production were selected and cloned by limiting
dilution culture.

Isotyping of Mab

A Nunc-Immuno PolySorp plate was coated overnight at
4°C with a solution (100 ul per well) containing
10 pug ml™" of anti mouse IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA
or IgM in 0-05 mol 1™ sodium carbonate-bicarbonate
buffer (pH 9-6). The reaction was followed by the incuba-
tion of the supernatants of hybridomas and then by the
addition of the horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse IgG/A/M antibody.

Purification and characterization of Mab

The supernatants from the selected clones were filtered
(045 yum) and purified by protein A column affinity
chromatography (GE Healthcare, UK). The antibodies
were eluted using 0-1 mol 17" citric acid solution (pH 3-0)
and harvested in 1 mol I"' Tris-solution (pH 9-8). The
antibody solution was concentrated by lyophilization, and
its purity was observed using SDS/PAGE 15% (Laemmli
1970; Studier 1973) after Coomassie blue R-250 staining.

Mab K determination and limit detection

The dissociation constant (Kp) of antibodies was deter-
mined by their affinity to conserved region of intimin
(Intsgs 667) as described by Friguet ef al. (1985). Antibodies
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were incubated in solution with different antigen
concentrations until the equilibrium was reached, and the
proportion of antibody that remained unsaturated at equi-
librium was measured by a classical indirect ELISA
method. The K, was deduced using linear regression with
the Scatchard method. To define the limits of detection of
the antibody, the microplate was coated with the purified
intimin at different concentrations (from 20 ug to 54 pg)

using 1 pg of purified IgG2b anti-intimin Mab.

Bacterial culture conditions for immunoblotting

The strains were cultivated in Luria—Bertani (LB) at 37°C
for 18 h. Then, each culture was inoculated in DMEM
high glucose in a 1:100 dilution and incubated in a
shaking incubator (200 rev min~!) at 37°C. The bacterial
growth was monitored by OD readings at 600 nm every
30 min until cultures reached to the late log phase indi-
cated by an OD reading of 1. These bacterial cultures
were diluted (1 : 10) and then centrifuged at 14 000 g for
20 min. Supernatants were discarded, and pellets were
resuspended in sample buffer (0-5 mol 17! Tris, 8% (w/v)
SDS, 80% (v/v) glycerol and bromophenol blue) and kept
at —20°C until use.

Intimin antibodies characterization by immunoblotting

To further access the reactivity of antibodies towards
EPEC/EHEC isolates, the immunoblotting analysis was
performed using polyclonal (rabbit and rat) or mono-
clonal anti-intimin antibodies. After boiling at 100°C
for 5 min, the bacterial extract (prepared as described
previously) was applied to a 12% SDS-polyacrylamide gel
(Laemmli 1970; Studier 1973). After electrophoresis, the
separated proteins were transferred to nitrocellulose
membrane (Hybond C-Extra; Amersham Life Science,
Buckinghamshire, UK) at 150 mA for 18 h at 4°C. The
membranes were blocked with 5% (w/v) skim milk
in PBS for 2h and reacted with rabbit anti-intimin
(3 ug ml™), rat
(1:100) and mouse monoclonal anti-intimin antibodies
(84 ug ml™" IgG2b) for 18 h at 4°C. The membranes
were then washed and incubated for 2 h with horseradish
peroxidase-conjugated with anti-rabbit (1 : 5000), anti-rat
(1:5000) or anti-mouse IgG (1 :2000). After washing,
the substrate 3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) plus hydrogen peroxide were added, and the reac-
tion was stopped by the addition of distilled water.

IgG-enriched fraction anti-intimin

Sensitivity and specificity of the assay

Sensitivity and specificity were calculated according to the
method described by Crowther (2001).

M.A. Menezes et al.

Results

Intimin subtyping

PCR and RFLP were performed in tEPEC and EHEC iso-
lates for intimin subtyping. The 12 tEPEC isolates were
characterized as alpha (3), beta (3), gamma (2), delta (3)
and theta (1) (Table 1). The 11 EHEC isolates were sub-
typed as beta (2), delta (1), gamma (3), epsilon (2) and
theta (3) (Table 1). As mentioned in Material and meth-
ods, the aEPEC were previously characterized according
to intimin subtype (Abe et al. 2009) (Table 1).

Reactivity of anti-intimin antisera by ELISA

Purified His-tagged Intsgg ¢, (Fig. 1) used in the immu-
nization protocols generated high antibody titres against
intimin. The mean of optical densities (OD) at 492 nm
were above 1 in sera dilutions 1 :12 800, 1 : 6400 and
1 : 3200 in rabbits, rats and mice immunized against the
conserved region of intimin, respectively.

Mab characterization

After the fusion with popliteal lymphnode and mouse
myeloma cells, 60 positive hybridomas were recovered
and cloned by limiting dilution. One cloned hybridoma
that produced IgG2b Mab that was specific to intimin by
ELISA was selected for further work. It was purified by
affinity chromatography and was shown by immunoblot-
ting to react only with the 94-kDa whole intimin
molecule in bacterial isolates, with no cross-reactivity
with other E. coli proteins (Fig. 2¢). IgG2b Mab showed
dissociation constant of 1-3 x 107 mol 17!, and 1 ug of
this Mab was able to detect 6 ng of intimin at an absor-
bance of 0-1 at 492 nm.

Reactivity of polyclonal and monoclonal anti-intimin
antibodies with Escherichia coli eae-positive and
eae-negative isolates by immunoblotting

The reactivity of the obtained antibodies was checked in
typical and atypical EPEC, EHEC and eae-negative isolates
cultivated in the same conditions. The polyclonal antisera
recognized by immunoblotting the whole intimin
molecule (94-kDa) in bacterial isolates as the major poly-
peptide. Despite the fact that rabbit anti-intimin IgG-
enriched fraction and also rat polyclonal antibody antisera
were adsorbed against E. coli DH5a and E. coli CVD206
to remove possible cross-reactivity with other E. coli pro-
teins, some unspecific reactivity was observed (Fig. 2a,b).
All employed antibodies showed 100%  specificity,
not reacting with any of the eae-negative isolates. The

© 2009 The Authors
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Table 1 Reactivity by immunoblotting of

the polyclonal and monoclonal antibodies Antibodies
(Mabs) against the conserved region of lgG-enriched
intimin with eae-positive isolates presenting Pathotype Intimin type anti-rabbit fraction Anti-rat IgG2b Mab
different intimin subtypes
tEPEC Alpha 3/3 3/3 3/3
Beta 3/3 3/3 3/3
Gamma 2/2 2/2 1/2
Delta 3/3 3/3 2/3
Theta 171 171 0/1
Total 12/12 (100%) 12/12 (100%) 9/12 (75%)
aEPEC Alpha 2/2 2/2 1/2
Beta 18/19 18/19 17/19
Gamma 6/6 6/6 1/6
Epsilon 18/20 16/20 14/20
Eta 1/1 171 1/1
Theta 8/8 7/8 8/8
lota 4/4 4/4 1/4
Kappa 4/4 3/4 3/4
Lambda 4/4 4/4 2/4
Mu 2/2 2/2 2/2
Pi 2/2 2/2 2/2
Total 69/72 (95-8%) 65/72 (90-:3%) 52/72 (72:2%)
EHEC Beta 2/2 2/2 2/2
Delta 1/1 1/1 0/1
Gamma 3/3 2/3 0/3
Epsilon 2/2 2/2 2/2
Theta 3/3 2/3 1/3
Total 11/11 (100%) 9/11 (81-8%) 5/11 (45-4%)
Total 92/95 (96-8%) 86/95 (90-5%) 66/95 (69:5%)

tEPEC, typical enteropathogenic Escherichia coli; aEPEC, atypical enteropathogenic E. coli; EHEC,
enterohaemorrhagic E. coli.

97 kDa -
66 kDa -

45 kDa -

30 kDa -

20-1 kDa -

14.4 kDa -

Figure 1 SDS/PAGE analyses of purified 33-5-kDa
Intiminsgg_ge7 Stained with Coomassie Blue R-250.

His-tagged

sensitivity range was according to the employed antisera
was 97% for rabbit anti-intimin IgG-enriched fraction,
followed by 92% and 78% sensitivity with rat antisera
and Mab, respectively (Table 1).

© 2009 The Authors

Despite the fact that IgG2b Mab was specific to puri-
fied intimin by immunoblotting, it failed in the recogni-
tion of some isolates independently of their classification,
i.e., tEPEC, aEPEC or EHEC (Table 1). This occurred
with nine different intimin subtypes, especially among the
gamma-expressing isolates (nine strains).

The rat antiserum failed to detect two EHEC isolates,
one theta (O111:HNM) and one gamma (O157:H7)
(Table 1), and did not react with seven aEPEC isolates
classified as belonging to intimin beta (1), epsilon (4),
theta (1) and kappa (1), but recognized all typical EPEC
(Table 1).

The rabbit anti-intimin IgG-enriched fraction failed in
the detection of only three aEPEC isolates, one beta
(O23:H16) and two epsilon (ONT:H9 and O131:H4), but
it recognized all typical EPEC and EHEC isolates (Table 1).

Discussion

Serotyping has been widely applied in the diagnosis of
gastrointestinal diseases caused by EPEC and EHEC, but
cannot be used for identifying these groups conclusively
(Trabulsi et al. 2002). Therefore, identification of the
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(a)
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-97 kDa
-66 kDa

-45 kDa

- 30 kDa

-20-1 kDa

(b) (©) - 14.4 kDa

Figure 2 Nitrocellulose membranes containing protein fractions representative of eae-positive isolates submitted to electrophoresis by 12%
SDS/PAGE. Immunoblotting reaction was carried out by incubating the membranes with: (a) rabbit IgG-enriched fraction anti-intimin (3 g mi™),
(b) rat polyclonal serum anti-intimin (1 : 100), (c) IgG2b mouse monoclonal antibody anti-intimin (84 ug ml~") followed by incubation with goat
anti-rabbit 1gG (1 : 5000), goat anti-rat IgG (1 : 5000), goat anti-mouse IgG (1 : 2000), respectively, conjugated to peroxidase and revealed with
3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride. Arrows indicate intimin (94 kDa). Lanes: (1) E2348/69 (alpha intimin); (2) O1:H16 (beta intimin); (3)

020:H™ (mu intimin); (4) Escherichia coli DH5a.

characteristic virulence genes is an obvious choice for detec-
tion. PCR to detect one or multiple virulence genes in the
same reaction has been a successful method for the detection
of EPEC and EHEC, as well as other DEC pathotypes (Karch
and Meyer 1989; Begum ef al. 1993; Franke et al. 1994;
Paton and Paton 1998, 2002; Cocolin et al. 2000; Feng and
Monday 2000; Pass et al. 2000; Rappelli et al. 2001; Rich
et al. 2001; Osek 2003; Toma et al. 2003; Aranda et al. 2004,
2007; Kimata et al. 2005; Miller et al. 2006; Bueris et al.
2007; Persson et al. 2007). Nevertheless, gene detection does
not assure the expression of corresponding virulence factor
(Vilhena-Costa et al. 2006; Abe et al. 2009).

Amongst the methods for the detection of virulence
factor expression, the immunoassays can be considered as
first alternative, and for these purposes polyclonal and/or
Mabs are raised (Koga et al. 2003; Menezes et al. 2003,
2006; Vilhena-Costa et al. 2006; Mendes-Ledesma et al.
2008). Because the common virulence factor between
EPEC and EHEC strains is intimin (Adu-Bobie et al.
1998), we employed the conserved region of intimin
(Intsgg_s67) as antigen for antibodies production, as
indicated by other authors that described this antigen for
development of a prospective universal anti-intimin
antibody (Batchelor et al. 1999).

In a previous study, the reactivity of IgG-enriched frac-
tion of rabbit anti-intimin serum with tEPEC belonging
to serotypes that express o, f§, 7, 0 and ¢ intimin by
immunoblotting had been observed. This reactivity was
confirmed using immuno-dot assay, immunofluorescence,
flow cytometry and immunogold labelling (Koga et al.
2003). A colony immunoblot assay employing
IgG-enriched fraction of rabbit anti-intimin serum was

developed and used to examine different culture media as
well as lyses buffers for protein transfer to nitrocellulose
membranes. This assay detected only o, f5, 7, J, € and 0
intimin types (L.B. Rocha and R.M.F. Piazza, unpublished
data). The present study was undertaken to determine
whether the application of immunoblotting would detect
a wider range of intimin subtypes.

The development of rat antibody was included because
previous work with rabbit antiserum had shown the pres-
ence of some non-intimin cross-reactive antibodies in the
reagent. Although only low levels of nonspecific cross-
reactivity were observed in the rat antiserum, this reagent
had a lower sensitivity to the intimin range tested than
that evident in the rabbit anti-intimin IgG-enriched frac-
tion. Regardless that bacterial isolates were cultivated in
DMEM, which has been reported to enhance intimin
expression in comparison with LB broth (Batchelor et al.
1999), no expression of intimin was detected by immuno-
blotting with the rabbit anti-intimin IgG-enriched frac-
tion in three eae-positive strains. Two of these strains
subtyped as ¢ intimin and one as f intimin. Also using
rabbit anti-intimin IgG-enriched fraction ten times more
concentrated, it was not able to recognize these three
isolates (data not shown).

Additionally, even after HEp-2 cells interaction of these
three isolates, expression of intimin was not observed by
immunofluorescence, which suggest that these isolates do
not express intimin despite the presence of the gene (data
not shown).

Interestingly, the lack of reactivity by IgG2b anti-
intimin Mab appears to be related to serotype and not to
intimin subtype, as evidenced by the gamma-expressing

© 2009 The Authors
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isolates belonging to different serotypes. The results
observed with Mab suggest that the manipulation by
site-directed mutagenesis of the single chain fragment
variable (ScFv) of this antibody may improve its affinity
and will allow the large-scale production of recombi-
nant antibodies with low cost and desirable sensitivity
and specificity, which is currently under way in our
laboratory.

Thus, taken together, our results suggest that the rabbit
anti-intimin IgG-enriched fraction described in this study
presenting 100% specificity and 97% sensitivity is clearly
a suitable diagnostic tool for detection of EPEC and
EHEC strains by immunoblotting.
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4 CAPITULO Il: CARACTERIZACAO DO ANTICORPO MONOCLON AL ANTI-
INTIMINA E CLONAGEM, EXPRESSAO E ANALISE FUNCIONAL DO FRAGMENTO
VARIAVEL DE CADEIA UNICA (scFv).

A tecnologia de anticorpos recombinantes surgiu como uma metodologia
extremamente pratica e viavel para a manipulacdo de anticorpos, os dados obtidos
mostrando que o anticorpo monoclonal anti-intimina reconhece cerca de 70% dos
isolados de EPEC e EHEC (Menezes et al.,, 2009). Esses resultados levaram a
clonagem e expressao do fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) do anticorpo

monoclonal anti-intimina e analise de sua funcionalidade.
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4.1 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Amostras bacterianas e plasmideos

Os isolados bacterianos neste estudo consistiram em 16 E. coli eae negativos (3
E. coli enteroagregativas, 3 E. coli enterotoxigénicas, 3 E. coli que apresentam
aderéncia difusa, 3 E. coli enteroinvasoras e 4 E. coli de microbiota) e 95 eae positivos
[12 tEPEC do sorotipo O55:H6 (2 isolados), O55:H51 (1 isolado), O86:H34 (1 isolado),
Ol1lab:H12 (2 isolados), O114:H2 (um isolado), O119:H6 (2 isolados), O127:H40 (um
isolado) e 0142:H34 (2 isolados) (Campos et al., 1994b; Scotland et al., 1996;
Gongalves et al., 1997; Rosa et al.,1998); 11 EHEC do sorotipo O157:H7 (4 isolados),
026:H11 (2 isolados), O103:H2 (1 isolado), O111:H8 (2 isolados) e Ol111:NM (2
isolados) (Mairena et al., 2004; Cergole-Novella et al., 2006; Mendes-Ledesma et al.,
2008) e 72 isolados de aEPEC pertencentes a diferentes sorotipos e apresentando
diferentes tipos de intimina (Abe et al., 2009)]. O prot6tipo de tEPEC E2348/69 (Levine
et al., 1985) e E. coli DH5a (Sambrook et al., 1989) foram utilizados como controles

positive e negative, respectivamente.

Os plasmideos utilizados foram o vetor pCANTAB 5 E (GE, Healthcare, Reino
Unido), o vetor pGEM-T Easy (Promega, EUA) e o vetor pAE (Ramos et al., 2004).

4.1.2 Meios de cultura, sais e reagentes

Todos os meios de cultura utilizados para o cultivo e manutencdo das amostras
bacterianas, assim como as solucdes utilizadas nas diversas técnicas descritas a
seguir, exceto quando indicado, foram preparados de acordo com Sambrook et al.
(1989). Os diversos reagentes foram de procedéncia Merck (Merck, Alemanha), Sigma
(Sigma Aldrich, EUA) ou Synth (Synth, Brasil) e os meios de cultura da Difco (Difco

Laboratories, Reino Unido) ou Merck, exceto quando indicado.
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4.1.3 Purificacao de intimina recombinante

Escherichia coli BL21 contendo o plasmideo pET-28a com o gene da porcao
conservada de intimina (Intsgg.s67) foi gentiimente cedida pelo Dr. Gad Frankel (Imperial
College, Londres, Reino Unido) (Batchelor et al., 1999). O clone foi cultivado em um
pré indculo em 3 mL de caldo Luria Bertani (LB) contendo canamicina a 30 pg/mL e
incubado a 37°C por 18 h. Apés incubacdo, 3 mL do pré inéculo foi adicionado a 200
mL de caldo LB contendo canamicina a 30 pug/mL e incubado a 37°C sob agitacao de
300 rpm até atingir a densidade optica (DO) a 600 nm de 0,8. Uma aliquota foi retirada
para controle de pré-inducdo. Ao meio foi adicionado 1 mM de isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma, EUA) o qual foi incubado a 37°C por 3 h sob
agitacdo de 300 rpm, sendo retirada uma aliquota para controle da cultura induzida. A

cultura foi entdo centrifugada a 3200 x g por 15 min a 4°C.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 30 mL de
tampéao de ligacdo (20 mM de Tris-HCI pH 7,4; 100 mM de NaCl; 5 mM de imidazol). As
células bacterianas em suspensdo foram rompidas por pressdo em French Pressure
(Thermo Scientific, EUA) a 2000 psi. ApoOs o rompimento foi adicionado 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsufato (PMSF). O lisado foi centrifugado a 2000 x g por 30 min a
4°C em centrifuga 5804 R (Eppendorf, Alemanha).

O sobrenadante foi filtrado em membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 pm
e adicionado a coluna de Niquel-Sepharose (GE Healthcare, Reino Unido), previamente
lavada com agua destilada estéril e equilibrada com tampado de ligagdo. Apos a
passagem da amostra, a resina foi lavada com tampédo de ligacdo para retirar as

proteinas inespecificas.

A proteina recombinante contendo a cauda de histidina se liga por afinidade ao
niquel da resina, enquanto as proteinas inespecificas sdo lavadas pelo tampéo de
ligacdo. A lavagem foi monitorada pelo método Bradford (1976) até o esgotamento de
proteinas inespecificas. Apoés lavagem a amostra foi eluida com tampéao de elui¢édo (20
mM de Tris-HCI pH 7,4; 100 mM de NaCl; 500 mM de imidazol) para a obtencdo da
proteina purificada. A amostra foi dialisada contra PBS pH 7,4 e concentrada com PEG

6000. Apds concentracdo o conteudo protéico foi dosado pelo método de Bradford
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(1976) a 595 nm e por espectrofotdbmetro (Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech — GE
Healthcare, Reino Unido) com leitura a 280 nm e 260 nm pelo método de Warburg-
Christian (1942) e o perfil eletroforético analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS/PAGE) a 12%.

4.1.4 Caracterizacdo dos anticorpos monoclonais ant  i-intimina

4.1.4.1 Subclonagem e classificagdo dos hibridomas

Os hibridomas produtores de anticorpos anti-intimina foram clonados por diluicdo
limite em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contendo 10% de soro fetal
bovino em placas de 96 pocos. As células foram quantificadas em camara de
Neubauer e diluidas de maneira a se obter 5 células por mL. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Apdés 10 a 15
dias, os sobrenadantes que teoricamente continham um so6 clone foram testados por

ELISA (Engvall, Perimann, 1971) para deteccdo da producdo de anticorpos anti-intimina.

Apés ocuparem metade dos pocgos, os hibridomas foram testados quanto ao seu
isotipo. Para a determinacado dos isotipos, as microplacas PolySorp (Nunc, Dinamarca)
foram sensibilizadas por 18h entre 2 e 8 °C com 10 pg/ml das diferentes subclasses de
imunoglobulinas anti-imunoglobulina de camundongo: anti-IgA, anti-lgM, anti-IgG1, anti-
IgG2a, anti-IgG2b e anti-IgG3 e reveladas com soro de cabra anti-imunoglobulina de

camundongo (IgG+A+M) (Zymed-Invitrogen, EUA) conjugado a peroxidase.

4.1.4.2 Purificagao dos anticorpos monoclonais

Hibridomas anti-intimina foram cultivados em meio RPMI contendo 10% de soro
fetal bovino em garrafas de cultura para crescimento celular. O sobrenadante da
cultura celular dos hibridomas anti-intimina foi coletado, centrifugado a 500 x g, filtrado

em filtros de poro 0,45 pm (Millipore, EUA).

A coluna de proteina A-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia)

e os aparelhos para monitorar as curvas obtidas (Econo UV Monitor e Econo-Recorder
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Model 1327, Bio-Rad, EUA) foram utilizados para purificacdo dos sobrenadantes
recolhidos da cultura de hibridomas produtores dos anticorpos monoclonais.
Primeiramente, a coluna foi equilibrada com tampé&o borato salina (TBS) contendo 5 mM
de &cido bodrico, 5 mM de bérax e 150 mM de NaCl pH 8,5 e o sobrenadante do
hibridoma foi entdo aplicado. A coluna foi lavada com TBS para descarte das proteinas
ndo adsorvidas. Posteriormente, as proteinas ligadas a matriz da coluna (anticorpos)
foram eluidas com 0,2 M de glicina pH 2,8 e a curva registrada através do aparelho
(Econo-Recorder). Imediatamente, o pH da amostra coletada nessa segunda curva foi
neutralizado com solucdo de Tris 1 M. A amostra obtida foi dialisada em PBS pH 7,4 e
concentrada em PEG 6000. A dosagem do conteudo protéico foi estimada pela leitura
da absorbancia a 280 nm multiplicada por 0,7 (Crowther, 2001).

4.1.4.3 Constante de afinidade

O calculo da constante de afinidade foi empregado usando o método de Friguet et
al. (1985) por ELISA. Placas de poliestireno PolySorp (Nunc, Dinamarca) foram
sensibilizadas com 15 pg/mL de intimina purificada (Intzgses7) diluida em tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9,6 e incubadas a 4C por 18 h. o blogueio foi realizado
utilizando-se Molico (Nestlé, Brasil) diluido em PBS pH 7,4. Anticorpos monoclonais
purificados IgG2a e IgG2b foram submetidos a uma diluicdo seriada e incubados a
partir de 500 pg/mL diluidos em Molico (Nestlé, Brasil) a 5% em PBS pH 7,4, seguido
de incubacéo de soro de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase em
uma diluicdo de 1:10000. O ensaio foi revelado com a utilizagdo de diaminobenzidina
(DAB) e H,0; e interrompida com HCI 1 N. Os valores das absorbéncias obtidas foram
colocadas em um gréfico e utilizada a concentracdo de anticorpo em que representa a
metade do valor mdximo da curva. A concentracdo de anticorpo escolhida foi usada
para ser incubada com uma diluicdo seriada de intimina a partir de 200 pg/mL em
microtubos. Os microtubos foram incubados a 4°C por 18 h sob agitacdo. Novas
placas de poliestireno foram sensibilizadas com 15 pg/mL de intimina e incubadas com
a mistura de anticorpo/antigeno previamente incubada. O resultado das absorbancias

foi utilizado na formula descrita abaixo para calculo da constante de afinidade.
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Atitulo / Ateste — Ateste = 1 + Kd / M

4.1.4.4 Limite de deteccao

O limite de deteccdo do anticorpo monoclonal anti-intimina foi obtido pelo ensaio
de ELISA, como descrito previamente. Uma placa de poliestireno PolySorp (Nunc,
Dinamarca) foi sensibilizada com diferentes concentracdes de intimina purificada a
partir de 200 pg/mL em uma diluicdo seriada. A placa foi incubada a 4C por 18 h. O
anticorpo monoclonal 1IgG2b anti-intimina foi adicionado a placa em uma concentracao

de 10 pg/mL. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 492 nm.

4.1.4.5 Immunoblotting

Setenta e dois isolados de aEPEC, doze isolados de tEPEC e onze isolados de
EHEC, além de doze isolados de E. coli diarreiogénicas eae-negativos e quatro
isolados de E. coli pertencentes a microbiota intestinal humana (além dos isolados
E2348/69 e DH5a como controles positivo e negativo, respectivamente) foram
cultivados em caldo LB por 18 h a 37T sob agitacdo de 200 rpm e entdo repicados
para o meio de cultivo Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) por 18h a 37T sob
agitacdo de 200 rpm. Uma quantidade equivalente a DO de 0,1 a 600 nm de células
bacterianas de cada isolado foi centrifugada a 12000 x g, o sedimento foi lisado por
fervura, reduzido por 2-mercaptoetanol e submetido a eletroforese em gel SDS/PAGE a
12% (Laemli, 1970; Studier, 1973). O conteudo protéico do gel foi entdo transferido
para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, Reino Unido) por Western Blot a 150
mA sob refrigeragdo por 18 h (Towbin et al., 1979). A membrana de nitrocelulose foi
retirada e incubada em tampao de bloqueio (Molico a 5% em PBS pH 7,4) por 2 h a
temperatura ambiente. Apds bloqueio a membrana foi lavada com PBS Tween a 0,05%
por 3 vezes e incubada com anticorpo monoclonal IgG2b anti-intimina na concentragao
de 8,4 pg/ml diluida em tamp&o de bloqueio por 18 h a 4C. A membrana foi entdo
lavada 3 vezes com PBS Tween a 0,05% e incubada com soro de cabra anti-IgG de

camundongo conjugado a peroxidade em uma diluicdo de 1:2000 em tampédo de
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blogueio por 1 h. A membrana foi entdo revelada com PBS contendo 0,16 mg/mL de
DAB (3,3-diaminobenzidina) (Sigma, EUA) e 5 [IL/mL de peroxido de hidrogénio até a
revelacdo das bandas. A reacdo foi interrompida com a adicdo de agua destilada a
membrana. Também para caracterizacdo dos anticorpos monoclonais membranas de
nitrocelulose contendo fracdes protéicas do isolado E2348/69 preparadas como descrito
previamente foram ensaiadas com 3 ug/mL de IgG2a e 4,2 pg/mL de IgG2b, a reacéo

foi realizada como previamente descrito.

4.1.5 Clonagem do fragmento variavel do anticorpo |  gG2b anti-intimina

As técnicas de biologia molecular que foram empregadas neste estudo estdo
descritas no manual do fabricante do kit Recombinant Phage Antibody System (GE
Healthcare, Reino Unido) e por Sambrook et al. (1989). A Figura 1 apresenta
esquematicamente as etapas de amplificacdo das cadeias leve e pesada do fragmento
variavel do anticorpo monoclonal anti-intimina para posterior clonagem no vetor de

expressao.
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Figura 1: Esquema resumido do processo de clonagem: extracdo do mRNA a partir de hibridoma anti-
intimina; sintese de cDNA; amplificacdo das cadeias pesada e leve da fracdo variavel do anticorpo;
isolamento e amplificacdo das bandas; ligacdo das bandas ao linker para a formagéo do scFv, contendo
os sitios de restricdo Bam HI e Hind 11

4.1.5.1 Extracdo de RNA mensageiro dos hibridomas a  nti-intimina

Células dos hibridomas anti-intimina (IgG2b) foram cultivadas em garrafas de
cultivo celular de 75 cm? (TPP, Suica) contendo meio RPMI (Cultilab, Brasil) acrescido
de L-glutamina, bicarbonato de sodio e 10% de soro fetal bovino. A cultura de
hibridomas foi ajustada & concentracéo de 5x10’ células viaveis, centrifugadas a 500 x
g e o sobrenadante descartado. O mRNA dos hibridomas foi extraido e purificado com
a utilizacdo do llustra Quickprep mRNA Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido).
Em resumo, o sedimento de células foi homogeneizado com 1,5 mL de tampéo de

extracdo (solucdo aquosa tamponada contendo tiocianato de guanidina e N-lauril
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sarcosina) e lisado pela adicdo de 3 mL de tampéo de eluicdo (10 mM de Tris-HCI pH
7,4, 1 mM de EDTA) com agitacdo em vortex durante 20 s, sendo em seguida

centrifugado a 12000 x g por 5 min.

O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de Celulose Oligo (dT) com capacidade
para ligar 25 pg de RNA com poli(A) e homogeneizado por inversdo. A coluna foi
colocada em um tubo de 15 mL, centrifugada a 350 x g para separar a resina da
suspenséo e o sobrenadante descartado. A coluna foi lavada trés vezes com o tampao
de lavagem High Salt (10 mM de Tris-HCI pH 7,4; 1 mM de EDTA; 0,5 M de NaCl) e 2
vezes com o tampao de lavagem Low Salt (10 mM de Tris-HCI pH 7,4; 1 mM de EDTA,;
0,1 M de NaCl), centrifugada a 350 x g por 2 min em cada lavagem e o sobrenadante
descartado. A amostra foi eluida trés vezes com 250 puL de tampéao de elui¢do (pré-
aguecido a 37C a cada eluicdo) e coletada em um tubo estéril de 2 mL. A amostra
eluida contendo o0 RNA mensageiro foi entdo concentrada pela adicdo de uma solugao
de 75 pL de acetato de potassio 2,5 M pH 5,0, 10uL de glicogénio (5 a 10 mg/mL) e 1,5
mL de etanol 95% resfriado. A amostra foi incubada a uma temperatura de —20°C por
30 min, centrifugada a 12000 x g a 4°C por 5 min, o sobrenadante descartado e o
sedimento ressuspendido em 50 pL de agua livre de RNase. ApoOs a extracdo, a

integridade do mRNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Os géis foram preparados por aquecimento, fundindo-se agarose (Invitrogen) em
tampédo TBE 0,5x (tris (hidroximetil)Jaminometano 44,5 mM; &cido borico 44,5 mM; acido
etilenodiaminotetracético [EDTA] 1mM), na concentracdo final de 0,8 ou 1%. Os
fragmentos de DNA resultantes das PCR foram acrescidos de tampéo de amostra 1x
(azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol 30%). Como marcador de peso
molecular foi utilizado o 1 kb DNA Ladder (Invitrogen) ou o Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen). ApGs a corrida eletroforética, realizada sob corrente constante de 75 V em
tampdo TBE 0,5x, os geis foram corados em solugcdo de brometo de etidio na
concentracdo de 10 pg/mL durante 10 min, observados em transiluminador de luz
ultravioleta e as imagens foram registradas através do sistema de captacédo de imagem
Alphalmager 2200 (Alpha Innotech, EUA).
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4.1.5.2 Sintese de cDNA

O mRNA foi transcrito reversamente para cDNA utilizando o First Strand cDNA
Synthesis Kit (GE Healthcare, Reino Unido). O mRNA foi aquecido a 65°C por 10 min e
resfriado no gelo por 2 min. Vinte microlitros de mRNA foram utilizados (entre 20 a 150
ng) e adicionados 11 pL de Bulk first-strand reaction mix (solugdo aquosa contendo
transcriptase reversa murina; RNAguard™: BSA livre de DNase e RNase; dNTPs), 1 uL
de iniciadores oligonucleotideos, 1 puL de solugdo DTT 200 mM em um volume total de
33 uL. A reacdo foi incubada a 37°C por 1 h. Duas reac¢des foram realizadas, uma para
0s genes da cadeia leve (CL) e outra para os genes da cadeia pesada (CP) da fracao

variavel do anticorpo.

4.1.5.3 Amplificagéo das cadeias leve e pesada

Os genes que codificam a fragdo variavel das cadeias leve e pesada do anticorpo
foram amplificados em reacdes separadas, através de PCR utilizando o kit Mouse scFv
Module/Recombinant Phage Antibody System (GE Healthcare, Reino Unido). Para a
amplificacdo dos genes da cadeia leve foram utilizados 33 pL de cDNA, 2 pL de
iniciadores (light primer mix) em um total de 99 uL de reagdo. Para a amplificacdo dos
genes da cadeia pesada foram utilizados 33 pL de cDNA e 2 pL de cada uma das duas
misturas de iniciadores (heavy primer 1 e heavy primer 2) em um total de 99 uL de
reacdo. As misturas foram aquecidas a 95°C por 5 min e adicionado 1 pL de Pfx
Platinum Polimerase (Invitrogen, EUA) em cada reacdo. Apéds a adicdo da Taq
polimerase, as amostras foram incubadas em uma reacéo de PCR de 30 ciclos de 94°C
por 1 min; 55°C por 2 min; 72°C por 2 min e analisadas por eletroforese em gel de
agarose 1%. As reacdes foram purificadas utilizando o llustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) adicionado-se 500 pyL do tampéo 1
(contendo acetato e agente caotropico), agitado, transferido para uma coluna GFX com
matriz de fibra de vidro e centrifugado a 12000 x g por 1 min. O liquido coletado foi
descartado e adicionado 500 pL de tampéo de lavagem (10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 1
mM de EDTA; 100 mL de etanol) e centrifugado a 12000 x g por 1 min. O eluato foi

descartado e adicionado 50 yL de tampé&o de elui¢do (agua estéril livre de nuclease) pré
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aquecido a 37T ao topo da matriz da coluna. A coluna foi incubada a temperatura
ambiente por 1 min, centrifugada a 12000 x g por 1 min e o DNA coletado em tubo

estéril.

4.1.5.4 Ligacao dos fragmentos amplificados em pGEM-T Easy

O produto de PCR foi submetido a ligacdo em vetor pGEM-T Easy (Promega,
EUA), utilizando 6 pL de tampé&o de ligagdo 2x (60mM de Tris-HCI pH 7,8, 20mM de
MgCl,, 20mM de DTT, 2mM de ATP, 10% de PEG 8000), 1 yL de pGEM-T Easy (50
ng), 4 uL do inserto (37,5 ng), 1 yL de ligase para um total de 12 yL e incubado a 4°C
por 18 h. E. coli JIM109 competentes foram transformadas por choque térmico com
plasmideo contendo o inserto. Foram utilizados 5 yL de plasmideo para 50 uL de
células competentes. A mistura foi incubada em gelo por 30 min, a 42°C por 45 s e
finalmente em gelo por 2 min. A reacgdao foi adicionada a 950 pyL de meio SOC (2 % de
triptona, 0.5 % de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 0,25 M de KCI, 20 mM de Mg*",
20 mM de glicose) por 1 h a 37°C sob agitacdo (250 rpm). Apos esse periodo 100 pyL
de cultura foram plaqueados em agar LB contendo 100 uyg/mL de ampicilina, 1 mM de
IPTG e 50 pg/mL de X-Gal e incubada a 37°C por 18 h. As col6nias isoladas que
cresceram no meio foram selecionadas para crescimento em caldo Luria Bertani
contendo 100 pug/mL de ampicilina. A cultura foi submetida a extracdo do plasmideo
utilizando o PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, EUA). Cinco mililitros de
cultura foram centrifugados a 12000 x g por 5 min e o sobrenadante removido. O
sedimento foi ressuspendido com 250 uL de tampé&o de ressuspensao (50 mM de Tris-
HCI pH 8,0, 10 mM de EDTA), adicionado 250 uL de tampéo de lise (200 mM de NaOH,
1% de SDS), homogeneizado e incubado por 5 min a temperatura ambiente. Foram
adicionados 350 pL de tampé&o de precipitagdo (cloridrato de aminoformamidina) e
homogeneizado por inversdo. O lisado foi centrifugado a 12000 x g por 10 min e o
sobrenadante adicionado a coluna de silica. A coluna foi centrifugada a 12000 x g por 1
min e lavada com 700 yL de tampéao de lavagem adicionado de etanol. O plasmideo foi

eluido com 30 pL de agua destilada estéril e submetido a digestéo para quantificacéo.
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4.1.5.5 Sequenciamento

Cinco microlitros do plasmideo foram digeridos, adicionando-se 1 yL da enzima
Sall (Invitrogen, EUA) e 1 uL do tampéo especifico fornecido pelo fabricante para um
volume de 10 pL de reacdo e incubados por 2 h a 37°C. O plasmideo foi quantificado,
tomados 300 ng e adicionado 3,2 pmol de iniciadores M13 forward
(GTAAAACGACGCCCAGQG) e reverse (CAGGAAACAGCTATGAC) em duas reacdes de
7,5 UL, uma para cada iniciador. O sequenciamento foi realizado em sequenciador
automatico 3100 Genetic Analyzer da Applied Biosystems (Hitachi) no Centro de

Biotecnologia do Instituto Butantan.

4.1.5.6 Desenho de oligonucleotideos iniciadores es  pecificos

As sequéncias de DNA das cadeias CL e CP foram analisadas e comparadas com
um banco de dados de DNA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta
BLAST, para o desenho de novos oligonucleotideos iniciadores, com base em dominios
conservados presentes no inicio de CP e CL j& sequenciados. Novos iniciadores
especificos foram desenhados pelo motivo do kit utilizado (Kit Mouse scFv
Module/Recombinant Phage Antibody System, GE Healthcare, Reino Unido) possuir
iniciadores aleatérios para a amplificagdo das cadeias e ndo possuir os sitios de

restricdo apropriados para clonagem no vetor de expressao utilizado neste estudo.

Para a CP, o iniciador forward foi desenhado com a insercéo do sitio de restricdo
BamHI e o iniciador reverse com a insercdo da regido complementar ao inicio da
sequéncia linker. Para a CL, o iniciador forward foi desenhado com a insercdo da
regido complementar ao final da sequéncia linker e o iniciador reverse, com a insergéo
de um codon de terminacé&o e do sitio de restricdo Hindlll (Tabela 1) e (Figura 2). Estes
sitios de restricdo foram escolhidos com o intuito de ligar o inserto no vetor de

expressao pAE (Ramos et al, 2004).
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Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores, as respectivas sequéncias de nucleotideos e temperaturas de
anelamento. Ao iniciador Forward de cadeia pesada foi inserido o sitio de restrigdo Bam HI (verde). Ao
iniciador Reverse da cadeia leve foi inserido o sitio de restrigdo Hind Il (azul) e um coédon de terminagéo
(vermelho).

Iniciador Sequéncia T°Anelamento
CP Forward 5 GGATCCGTGCAGCTGCAGGAGTCTGG 3’ 60C
CP Reverse Linker 5 ACCGCCTCCACCGGAGACGGTGACCGTG & 76C
CL Forward Linker 5 GGTGGCGGATCGGACATTGTGCTGACC 3 78T
CL Reverse 5 AAGCTTTTAGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC 3 70C

L2F (Linker) 5 GGTGGAGGCGGTEC(IBA(\:GGGG(?A(;-;I_((B:/(A;G?’(?TGGCTCTGGCGGT 77C

Os iniciadores sintetizados foram ressuspendidos em agua milli-Q estéril com a

finalidade de produzir uma solucédo estoque de 100 pmoles/uL.

4.1.5.7 Amplificagéo das CP e CL

As sequéncias génicas que codificam a fracdo variavel das cadeias leve e pesada
do anticorpo foram amplificados em reacdes separadas através de PCR (Figura 1),
utilizando os iniciadores sintetizados e uma enzima de alta fidelidade. Para a
amplificacdo de CL foram utilizados 1 pL de plasmideo contendo o inserto da CL, 2 pL
de cada iniciador de cadeia leve a 10uM (forward e reverse), 0,75 pL de dNTPs a 20
mM, 1 yL de MgSO4 a 50 mM, 0,5 pL de Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen,
EUA), 5 pL de tampé&o 10x em um total de 50 pL de reacdo. Para a amplificacdo de CP
foram utilizados 1 pL de plasmideo contendo o inserto da CP, 2 pL de cada iniciador de
cadeia pesada a 10 pM (forward e reverse), 0,75 yL de dNTPs a 20 mM, 1 pL de
MgSO, a 50 mM, 0,5 pL de Platinum Pfx DNA Polimerase, 5 pL de tamp&o 10x em um
total de 50 pL de reacdo. As misturas foram incubadas em uma reacdo de PCR de 35
ciclos de 94°C por 30 s; 57°C por 30 s; 68°C por 50 s e analisadas por eletroforese em

gel de agarose 1%. As reacdes foram purificadas utilizando o llustra GFX PCR DNA
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and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) adicionando-se 500 uL do
tampdo 1 (contendo acetato e agente caotrépico) para desnaturar as proteinas
envolvidas na reacéo, agitando-se, transferindo-se para uma coluna GFX com matriz de
fibora de vidro e centrifugando-se a 12000 x g por 1 min. O liquido coletado foi
descartado e adicionado 500 yL de tampé&o de lavagem (10 mM de tris-HCI pH 8,0; 1
mM de EDTA; 100 mL de etanol 100%) e centrifugado a 12000 x g por 1 min. O eluato
foi descartado e se adicionou 50 pL de tampéo de eluicdo (dgua estéril livre de
nuclease) pré aquecido a 37T no topo da matriz da coluna. A coluna foi mantida a
temperatura ambiente por 1 min, centrifugada a 12000 x g por 1 min e o DNA coletado
em tubo esteéril.

4.1.5.8 Ligacao das cadeias ao linker

O linker é uma sequéncia de DNA que codifica um peptideo flexivel com repeticédo
tripla de quatro residuos de glicina e um residio de serina (Gly,Ser);. Este peptideo tem
a finalidade de unir a CL a CP. Para a amplificacdo do linker foi necesséria a utilizacao
deste oligonucleotideo previamente sintetizado (L2F) com a funcéo de iniciador. Pelo
fato da CL ter uma regido complementar ao linker, este foi amplificado e unido
simultaneamente com a utilizagdo dos devidos iniciadores por PCR (Figura 2). Para a
reacdo foram utilizados 1 pL de CL, 2 pL de iniciador reverse de CL a 10uM, 3 uL de
iniciador L2F, 1,5 pL de dNTPs a 10 mM, 1,5 pL de MgSO, a 50 mM, 0,5 pL de
Platinum Pfx DNA Polimerase, 5 puL de tampao 10x em um total de 50 pL de reagcdo. As
misturas foram incubadas em uma reacdo de PCR de 35 ciclos de 94°C por 40 s; 45°C
por 30 s; 68°C por 1 min e analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. Apos a
amplificacdo da CL com o linker, a CP foi unida a esta cadeia amplificada (Figura 2),
para a formacédo do scFv. Foram utilizados 1 puL de CL-linker,1 yL de CP, 1 pL de
iniciador reverse de CL a 10uM, 1 pL de iniciador forward de CP, 1,5 puL de dNTPs a 10
mM, 1,5 pL de MgSO, a 50 mM, 0,5 pL de Platinum Pfx DNA Polimerase, 5 puL de
tampdo 10x em um total de 50 pL de reacdo. As misturas foram incubadas em uma
reacdo de PCR de 35 ciclos de 94°C por 40 s; 45°C por 30 s; 68°C por 1 min e

analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%.



61

P CL
5 3 5 3
10 T ~ 1 ~ *;
CP-F CP-R CL-F CL-R
* q
3 5 3 5
5 3
Linker CL-R
—_—t
¥ 5
o
2 CL-linker
5 3
3 5
1
CP-F (:P (_‘L
* ““““““““ 5 3
3° 3 5
‘‘‘‘ -
C1I-R
5 3
3 5
scFv

Figura 2: Esquema das rea¢fes de PCR: na 12 etapa a amplificagdo de CL e CP utilizando iniciadores
contendo uma regido complementar ao linker. Na 22 etapa a ligagdo da CL ao linker. Na 32 etapa a
ligacdo da CP a CL-linker e amplificacdo da cadeia Unica para a formagéo do scFv. Para as reacgdes de
PCR foi utilizada a enzima Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen, EUA)

Com a finalidade de ligar o inserto scFv em vetor de clonagem pGEM-T Easy, foi

realizado o preenchimento da regiao 3’ terminal da cadeia de scFv com dATP. Trinta

microlitros de DNA foram utilizados com adicdo de 1 mM de dATP, 1uL de MgCl,, 1 L

de Tag Polimerase (Invitrogen, EUA), 4 yL de tampé&o 10x para 40 pL de reagédo. A

mistura foi incubada a 72T por 20 min e purificada utilizando o kit llustra GFX PCR



62

DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido), segundo

recomendacdes do fabricante.

4.1.5.9 Ligacéo de scFv ao vetor de clonagem pGEM-T Easy

O produto de PCR do scFv preenchido com adenina ancorada na regiao 3’
terminal foi submetido a ligagao em vetor pGEM-T Easy utilizando 7,5 yL de tampéao 2x
(60mM de Tris-HCI pH 7,8, 20mM de MgCl,, 20mM de DTT, 2mM de ATP, 10% de PEG
8000), 1 yL de pGEM-T Easy (50 ng), 5,5 yL do inserto, 1 uL de T4 DNA ligase para um
total de 15 yL e incubada a 25°C por 1 h. O plasmideo contendo o inserto foi
transformado em células competentes de E. coli JIM109 por choque térmico. Foram
utilizados 5 pL de plasmideo para 50 pyL de células competentes. A mistura foi
incubada em gelo por 20 min, a 42°C por 2 min e finalmente em gelo por 5 min. A
reacao foi adicionada a 450 yL de meio SOC (2 % de triptona, 0,5 % de extrato de
levedura, 10 mM de NaCl, 0,25 M de KCI, 20 mM de Mg**, 20 mM de glicose) por 1 h a
37°C sem agitacdo. Quatro placas de agar LB contendo 100 ug/mL de ampicilina foram
suplementadas com 1 mM de IPTG e 50 yg/mL de X-Gal. Apoés esse periodo, 50 pL,
100 uL, 200 pL de cultura e 200 uL de controle (E. coli JM109 nao transformadas)
foram plaqueadas e incubadas a 37°C por 18 h. As colonias brancas isoladas que
cresceram no meio foram coletadas para crescimento em caldo LB contendo 100 pg/mL

de ampicilina.

Para confirmar a ligacdo do inserto ao vetor, 1 mL de cultura foi centrifugado a
12000 x g e 100 uL de agua destilada estéril foram adicionados ao sedimento. Cinco
microlitros desta suspensédo foram utilizados para a reacdo de “PCR de suspenséao
celular”, adicionando-se 5 pL de tampéo 10x, 1,5 yL de MgCl,, 1,5 pL de dNTPs, 1,5 pyL
de iniciador de cadeia pesada forward, 1,5 pyL de iniciador de cadeia leve reverse, 0,5
ML de Taq Polimerase (Invitrogen, EUA), para uma reacdo de 50 pL. A mistura foi
submetida a 96C por 5 min e, em seguida, 30 ciclos de 96T por 1 min; 50C por 30 s;
72T por 15 s e analisada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Os clones

positivos foram submetidos a novo cultivo e ao ensaio de extracdo de plasmideo
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utilizando o PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, EUA), como descrito

previamente.

Os plasmideos extraidos foram submetidos a digestdo para nova confirmacéo de
ligacdo do inserto. Para a digestdo foram tomados 25,5 yL do plasmideo, 3 uL de
enzima de restricdo BamHI a 10 U/uL, 3 yL de enzima restricdo Hindlll a 10 U/uL, 3,5
uL de tamp&o NEB 2 (New England Biolabs, EUA) em uma reacédo de 35 pyL. A mistura

foi incubada a 37C por 90 min e submetida a eletro forese em gel de agarose.

Os plasmideos contendo o inserto foram sequenciados no Centro de Biotecnologia
do Instituto Butantan para a confirmacdo da correta construcdo do scFv, utilizando-se
iniciadores M13 forward (CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC) e reverse
(TCACACAGGAAACAGCTATGAC), conforme descrito no item 4.1.5.5.

4.1.5.10 Ligacao de scFv ao vetor de expressao pAE

Os clones contendo a correta construcdo do scFv foram cultivados e submetidos a
extracdo do plasmideo utilizando o PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen,
EUA), como descrito previamente. O pGEM-T Easy foi digerido com as enzimas BamHI
e Hindlll para a liberagédo do inserto. Paralelamente, E. coli DH5a competentes foram
transformadas por choque térmico com o vetor de clonagem pAE (Ramos et al., 2004),
cultivada a 37C e submetida a extracdo por minipre p. O vetor pAE foi submetido a
digestdo com enzimas BamHI e Hindlll para a linearizacdo. Para a digestdo foram
tomados 30 uL do plasmideo, 3 yL de enzima de restricdo Bam HI a 10 U/uL, 3 yL de
enzima de restricdo Hind 11l a 10 U/uL, 4 pyL de tampédo NEB 2 (New England Biolabs,
EUA), em uma reacéo de 40 pyL. A mistura foi incubada a 37<C por 90 min e subm etida
a eletroforese em gel de agarose a 1%. A banda referente ao vetor pAE foi cortada do
gel e purificada utilizando o llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Reino Unido), como descrito previamente. O pAE digerido foi ligado ao
scFv digerido. A 7,5 uL de pAE foram adicionados 7,5 uL do inserto, 4 uL de tampéao T4
5%, 1 uL de T4 DNA ligase (Invitrogen, EUA) para um volume total de 20 uL de reacdo.
A mistura foi incubada a 16<C por 18 h.
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4.1.6 Expressao de scFv

E. coli BL21(DE3) competente foi transformada com o produto de ligacdo do scFv
em pAE por choque térmico, como descrito previamente. As coldnias crescidas na
placa foram cultivadas em 5 mL de caldo 2YT (1,7% de triptona, 1% de extrato de
leveduras, 0,5% de NaCl, agua destilada g.s.p.) contendo 100 pg/mL de ampicilina,
como um pré-inéculo, por 18 h a 37C. Uma aliquota deste pré-inéculo foi adicionada a
400 mL de caldo 2YT e cultivada sob agitacdo de 250 rpm a 37C até a DO de 0,6. a
essa cultura foi adicionado 1 mM de IPTG e cultivado por mais 5 h sob as mesmas
condicbes. ApoOs o periodo de cultivo, uma aliquota de poés-indugédo foi tomada e a
cultura restante foi centrifugada a 4500 x g por 15 min a 4C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em 30 mL de PBS pH 7,4. As células da
suspenséo bacteriana foram rompidas por French Press (Thermo Scientific) a 2000 psi
e centrifugadas a 12000 x g por 30 min a 4C. Uma aliquota do sobrenadante foi
tomada para fracdo soluvel e uma aliquota do sedimento foi tratada com 8 M de ureia
para solubilizar as proteinas contidas em corpusculos de inclusdo na fragdo insoluvel.
O extrato total de E. coli BL21 competente foi utilizado como controle de pré-inducgéo.
As fragBes foram submetidas a eletroforese em 2 géis SDS/PAGE a 12%, um corado
por Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio Rad, EUA) e outro transferido
para membrana de nitrocelulose pelo ensaio de Western Blot conforme descrito no item
4.1.4.5. O ensaio de immunoblotting foi realizado com a utilizacdo de um anticorpo
murino anti-His (GE Healthcare, Reino Unido) em uma diluicdo de 1:3000 e um
anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Zymed-Invitrogen,
EUA) em uma diluicdo de 1:5000. A membrana foi revelada com 3,3 diaminobenzidina
(DAB) na presenca de peroxido de hidrogénio. Foram testadas também as linhagens
BL21(DE3) pLys e C43 (DES3) de E. coli e comparada a eficiéncia de expressao de cada
uma. No cultivo de E. coli BL21 (DE3) pLys foi adicionado 20 pg/mL de cloranfenicol,

além da ampicilina.
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4.1.7 Purificacao de scFv

A linhagem de E. coli BL21 (DE3) pLys transformada com pAE/scFv anti-intimina
foi submetida & expressdo protéica, como descrito previamente. A fracdo insoluvel,
obtida ap06s o rompimento das células bacterianas, foi solubilizada com tampé&o de
solubilizacdo contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 8), 200 mM de NaCl, 5 mM de imidazol e
8 M de ureia e incubada a 4C e agitacao por 18 h. A solucao foi centrifugada por 30
min a 12000 x g e a proteina solubilizada foi adicionada a 3 mL de resina de Niquel-
Sepharose (GE Healthcare, Reino Unido) previamente equiliborada com o mesmo
tampéo de solubilizacdo e submetida a agitacdo em banho de gelo por 2 h. A resina foi
depositada em uma coluna e lavada com o tampéao de solubilizagdo para a retirada de
proteinas inespecificas. A lavagem foi monitorada pelo método Bradford até
esgotamento de proteinas inespecificas. Apds lavagem a amostra foi eluida com
tampéo de eluicdo (50 mM de Tris-HCI pH 8; 200 mM de NaCl; 500 mM de imidazol e 8
M ureia) para a obtencdo de scFv puro, porém de forma desnaturada. A proteina

purificada foi submetida a andlise por eletroforese em gel SDS/PAGE (item 4.1.4.5).

4.1.8 Refolding de scFv desnaturada

O processo de refolding de scFv foi realizado pelo método de didlise com
concentracdes decrescentes de ureia. A proteina em solucdo de ureia a 8 M foi
depositada em uma membrana de dialise de 8000 Da em tamp&o solubilizacdo descrito
previamente, contendo 5 M de uréia. Apos 12 h a temperratura ambiente, o tampao foi
trocado por outro contendo 3 M de uréia e a didlise efetuada da mesma forma. O
proceaao foi repetido para as concentracdes de 2 M, 1 M, 0,5 M de uréia, sendo a
dltima dialise realizada apenas com o tampdo de solubilizacdo. Ao tampédo de
concentracdo de ureia a 1 M foi adicionado 375 uM de glutationa oxidada (GSSG) para
o auxilio da reestruturacdo das pontes dissulfeto. A proteina solubilizada foi

concentrada em PEG 6000 e quantificada pelo método de Warburg-Christian (1942).



66

4.1.9 Ensaio funcional de scFv anti-intimina

4.1.9.1 ELISA de captura

Para testar a funcionalidade do scFv foi realizado ensaio de ELISA de captura.
Uma placa de poliestireno MaxiSorp (Nunc, Dinamarca) foi sensibilizada com uma
diluicdo seriada de scFv a partir de 1:200 (1 pg) até 1:1600 (125 ng) por pogo em
tampédo carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6 por 18 h a 4°C. A placa foi bloqueada
com Molico a 5% diluido em PBS e incubada com 20 pg/mL de intimina purificada
(Intzgs-e67) por 30 min a 37°C. Em seguida foi adicionada a fragdo enriquecida em IgG
policlonal de coelho anti-intimina em uma diluicdo seriada de 1:200 (7,5 pg) até 1:3200
(470 ng) por 30 min a 37°C. O ensaio foi detectado com anticorpo de cabra anti-IgG de
coelho conjugado a peroxidase (Zymed-Invitrogen, EUA) diluido 1:5000 e revelado com
O-fenilenodiamina (OPD). A absorbancia foi medida a 492 nm. O branco da reagao foi

realizado sem a adicdo da intimina purificada.

4.1.9.2 Imunofluorescéncia

O isolado de EPEC E2348/69 foi cultivado em caldo LB a 37 por 18 h sob
agitacao de 250 rpm. Um mililitro de cultivo foi centrifugado a 12000 x g por 10 min e
lavado trés vezes com tampdo PBS. O sedimento foi submetido a permeabilizacdo
utilizando Triton X-100 a 4% com agita¢géo por 10 min e lavado duas vezes com PBS,
seguido da incubacédo com formaldeido a 1% por 20 min e duas lavagens subsequientes
com PBS. A reacéo de imunofluorescéncia foi realizada utilizando-se 44 pg/mL do scFv
anti-intimina obtido neste estudo, seguida da incubagdo com anticorpo anti-histidina
diluido 1:2000. Em seguida, foi adicionado o anticorpo de cabra anti-IgG de
camundongo conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma, EUA) em uma
diluicho de 1:100. Todas as incubagcdes foram realizadas por 1 h a temperatura
ambiente. Uma gota da suspensédo bacteriana foi colocada a uma lamina de vidro e
observada em microscépio de fluorescéncia (Axioskop — Zeiss, Alemanha) em aumento
de 1000 x. Paralelamente, o anticorpo monoclonal anti-intimina foi utlizado na
concentracdo de 193 pg/mL para teste de comparacdo com o scFv. Como controle

negativo o ensaio foi realizado utilizando-se E. coli K-12 (linhagem JM109).
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Purificagao da intimina recombinante

A intimina conservada recombinante, que compreende a regido entre o0s
aminoacidos 388 e 667 da intimina, contendo uma cauda de histidina, foi purificada em
coluna de Niquel-Sepharose (GE Healthcare, Reino Unido) apresentando uma massa
molecular de aproximadamente 33,6 kDa (Figura 3) e um rendimento estimado em 3
mg/mL determinado pelo método Christian & Warburg (1942). A proteina purificada foi
utilizada em todos os ensaios de caracterizacdo dos hibridomas anti-intimina, anticorpos

monoclonais purificados e do anticorpo recombinante scFv.

97 kDa -
45 kDa -
30 kDa -

21,1 kDa -

Figura 3: Perfil eletroforético da intimina purificada (Intsgses7) apods purificagdo em coluna de Niquel-
Sepharose. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS/PAGE) a 12%, corado por
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (Bio-Rad, EUA) 1. Marcador de massa molecular (LMW
97 — 14,4 kDa) 2. Intimina purificada de aproximadamente 33,6 kDa indicado pela seta.

4.2.2 Caracterizacdo dos anticorpos monoclonais ant  i-intimina

Os hibridomas anti-intimina foram obtidos a partir da fusdo de células de mieloma
(SP20) com linfonodos popliteos de camundongos imunizados com a intimina
purificada (Intsgg-s67) (Koga, 2003). Os sobrenadantes das culturas dos hibridomas anti-
intimina foram sub-clonados cinco vezes (K5); Esses hibridomas foram caracterizados
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guanto aos seus isotipos e definidos como IgG2a e IgG2b. Ensaios de ELISA
mostraram que esses hibridomas secretam anticorpos anti-intimina com absorbancia a

492 nm proximas a 1 (Figura 4).

1.5q

1.0

A492 nm

0.5

0.0
IgG2a lgG2b

Figura 4: Reatividade dos sobrenadantes das culturas dos hibridomas anti-intimina por ELISA. Placas de
poliestireno sensibilizadas com 15 pg/mL de intimina purificada (Intsgg.e67), iNCubadas com os
sobrenadantes dos hibridomas anti-intimina, seguido da reacdo com soro de cabra anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase e revelagdo com OPD e H,0,,

ApoGs definicdo dos isotipos esses hibridomas foram purificados em colunas de
Proteina A-Sepharose. Os anticorpos anti-intimina purificados foram submetidos ao
ensaio de ELISA para o célculo da constante de afinidade pelo método Friguet et al.
(1985). O resultado da primeira etapa mostrou que a concentracdo de anticorpo de 2
pg/mL para ambos anticorpos era a concentracdo ideal antes da saturacdo da reacgdo
(Figura 5). Esta concentracdo foi utilizada na segunda etapa de interagdo

antigeno/anticorpo.
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Figura 5: Graficos apresentando o resultado da primeira etapa do ensaio de ELISA usado para a
obtencéo do valor da constante de afinidade. Uma placa de poliestireno foi sensibilizada com 15 pg/mL
de intimina purificada e incubada com os anticorpos monoclonais purificados anti-intimina e com
anticorpos de cabra anti-lgG de camundongo conjugados a peroxidase (1:10000) e revelado com OPD e
H,O,. Os valores da concentracdo de anticorpo escolhidos (2 pg/mL) correspondente a diluicdo de
1:256.
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Na segunda etapa do ensaio do célculo da constante de afinidade, os anticorpos
foram incubados na concentracéo de 2 pg/mL (diluigdo 1:256) com uma diluicdo seriada

de intimina a partir de 200 pg/mL.

Na terceira etapa a mistura antigeno/anticorpo foi incubada em placa de
poliestireno sensibilizada com 15 pg/mL de intimina purificada. Os anticorpos
remanescentes da interacdo antigeno/anticorpo na segunda etapa reagiram com o0
antigeno sensibilizado na placa da terceira etapa (Figura 6). A concentracdo obtida foi
de 1,56 pg/mL de anticorpo monoclonal a uma absorbancia de 0,26 para IgG2a e 0,197

para IgG2b.
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Figura 6: Graficos apresentando o resultado da terceira etapa do ensaio de ELISA usado para a
obtencéo do valor da constante de afinidade. Uma placa de poliestireno foi sensibilizada com 15 pg/mL
de intimina purificada e incubada com os anticorpos remanescentes da interagdo antigeno/anticorpo da
incubacdo da segunda etapa e com anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo conjugados a
peroxidase (1:10000) e revelado por OPD e H,0,. A concentragdo obtida foi de 1,56 pg/mL de anticorpo
monoclonal a uma absorbéancia de 0,26 para IgG2a e 0,197 para lgG2b.
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A partir dos dados obtidos, as constantes de afinidade foram definidas como 1,5 x
10® M para IgG2a e 1,3 x 10® M para 1gG2b.

Os anticorpos purificados anti-intimina 1gG2a e IgG2b também foram utilizados
para testar a reatividade frente ao extrato da tEPEC E2348/69 (0127:H6) por
immunoblotting. Foram utilizados 3 pg/mL de 1gG2a e 4,2 pg/mL de 1IgG2b. Como o
anticorpo IgG2a apresentou reatividade com uma banda inespecifica (Figura 7, linha 1),
todos o0s experimentos subsequentes foram realizados utilizando-se o anticorpo

monoclonal anti-intimina caracterizado como 1gG2b.

94 kbDa —p

Figura 7: Membrana de nitrocelulose contendo extrato protéico do isolado de EPEC tipica E2348/69. A
membrana foi incubada com os anticorpos 1gG2a (1) e lgG2b (2) anti-intimina, seguidos da incubagéo
com soro de cabra anti-lgG de camundongo e revelados com DAB e H,0,.

Com o objetivo de avaliar o limite de deteccdo do anticorpo monoclonal 1gG2b
frente a intimina purificada, realizou-se um ELISA que definiu que um micrograma
desse anticorpo reconhece 0,6 ug de intimina, considerando-se uma absorbancia de
0,175 (Figura 8).
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Figura 8: Limite de deteccdo do anticorpo monoclonal IgG2b anti-intimina. Placa de poliestireno
sensibilizada com diferentes concentragfes de intimina purificada a partir de 200 pg/mL em uma dilui¢cdo
seriada e incubada com 10 ug/mL de anticorpo monoclonal e soro de cabra anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (1:10.000), revelado com OPD e H,0,.

Sabendo-se a constante de afinidade e o limite de deteccdo desse anticorpo,
avaliou-se a reatividade do anticorpo anti-intimina IgG2b por immunoblotting, utilizando
membranas de nitrocelulose contendo fracdes protéicas de isolados de EPEC e EHEC
gue expressam diferentes tipos de intimina, outras categorias de E. coli diarreiogénica e
E. coli eae negativos de outros patotipos diarreiogénicos. A figura 9 é representativa
dos ensaios de immunoblotting realizados. Por esse ensaio observou-se que o
anticorpo monoclonal apresentava uma especificidade de 100%, nao reagindo com 0s
isolados das outras categorias de E. coli diarreiogénicas e de E. coli eae negativos. No
entanto, também n&o reconheceu alguns dos subtipos de intimina, apresentando assim
uma positividade de 69,5% (Tabela 2).
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Figura 9: Membrana de nitrocelulose contendo fragdes protéicas de extratos bacterianos de 1. E2348/69
(intimina a); 2. O1:H16 (intimina B); 3. O20:H" (intimina p); 4. DH5a (controle negativo). A membrana foi
incubada com anticorpo monoclonal anti-intimina IgG2b (8.4 pg/mL) seguido de soro de cabra anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase (1:2000), e revelado com DAB e H,0..
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Tabela 2: Reatividade por immunoblotting do anticorpo monoclonal contra isolados eae positivos que

apresentam diferentes tipos de intimina.

Tipos de intimina

Numero de isolados

Patotipos reconhecidos pelo anticorpo
(ndmero de isolados) monoclonal
Alfa (3) 3
Beta (3) 3
{EPEC Gama (2) 1
Delta (3) 2
Teta (1) 0
Total 12 9 (75%)
Alfa (2) 1
Beta (19) 17
Gama (6) 1
Epsilon (20) 14
Eta (1) 1
AEPEC Teta (8) 8
lota (4) 1
Kappa (4) 3
Lambda (4) 2
Um (2) 2
Pi (2) 2
Total 72 52 (72,2%)
Beta (2) 2
Delta (1) 0
EHEC Faama 3) 0
Epsilon (2) 2
Teta (3) 1
Total (11) 5 (45,4%)
Total 95 66 (69,5%)
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4.2.3 Construcdo do Fragmento Variavel de Cadeia Un ica (scFv) anti-Intimina
recombinante, utilizando iniciadores desenhados com base em sequéncias

conservadas das cadeias leve e pesada

Na construcdo do fragmento variavel de cadeia Unica, foram utilizados hibridomas
do anticorpo monoclonal 1gG2b anti-intimina. As células foram cultivadas e 5x10’
unidades viaveis foram coletadas para a extragdo de RNA mensageiro. O mRNA foi
extraido e analisado por eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando padrbes

desejaveis de qualidade e quantidade (Figura 10).

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose (1%) do mRNA extraido de hibridoma anti-intimina. 1.
Marcador 1 kb DNA Ladder. 2. mRNA do hibridoma anti-intimina indicado pela seta branca.

A partir do mRNA foi realizada a sintese de cDNA em duas reacdes, uma para a
cadeia leve (CL) e outra para a cadeia pesada (CP) da fracdo variavel do anticorpo.
Cada reacao foi entdo amplificada com iniciadores baseados em sequéncias aleatéreas

das CL e CP, e analisadas em gel de agarose a 1% e purificadas. Os fragmentos
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génicos das porcdes variaveis das cadeias leve e pesada sado representados por uma
banda de aproximadamente 325 pb (CL) e 340 pb (CP), segundo o manual do
fabricante do kit (GE Healthcare). A quantificacdo de cada cadeia, baseada no
marcador Low Mass DNA Ladder (Invitrogen, EUA), foi estimada em 60 ng/uL (Figura
11).

800 pb -

400 pb -

200 pb -

Figura 11: Reacdo de PCR dos fragmentos génicos que codificam as cadeias leve e pesada da fragédo
variavel do anticorpo anti-intimina. Eletroforese em gel de agarose a 1 % apresentando amplificacdo do
fragmento génico da fragdo variavel da cadeia leve (2) e da cadeia pesada (3) do anticorpo anti-intimina.
As bandas apresentam um amplicom de aproximadamente 325 pb e 340 pb respectivamente, indicados
pela seta. (1 e 4) Marcador Low Mass DNA Ladder (Invitrogen, EUA).

Os insertos referentes a CL e CP foram clonados em vetor pGEM-T Easy e
submetidos a digestdo com a enzima EcoRI para a quantificacdo, que foi estimada

respectivamente em 150 ng/uL e 200 ng/pL (Figura 12).
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Figura 12: Quantificacdo de CL e CP clonadas em pGEM-T Easy. Eletroforese em gel de agarose de
vetores digeridos com EcoRI. (2) CL. (3) CP, indicados pela seta. (1) Marcador High Mass DNA Ladder
(Invitrogen, EUA).

Os plasmideos quantificados com os devidos insertos foram submetidos ao
sequenciamento com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores M13 (forward e

reverse).

Os cDNAs das cadeias leve e pesada também foram sequenciados e analisados,
ndo sendo detectados cdédons de terminacdo (Tabela 3). As sequéncias preditas de
aminodacidos da CL e CP (Tabela 4) foram analisadas no banco de dados do NCBI
(blast.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta BLAST, e foi verificado homologia
acima de 90% com dados publicados da regido variavel de anticorpos de camundongos
espécie Mus musculus. Regifes conservadas do inicio das cadeias pesada e leve
foram utilizadas para o desenho dos novos iniciadores contendo sitios de restricdo

apropriados para subsequente clonagem em vetor de expressao.
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Tabela 3: Sequéncia de nucleotideos referente a CP, linker e CL da fragdo variavel anti-intimina.

CADEIAS SEQUENCIAS

GTGCAGCTGCAGGAGTCTGGACCTGAGGTGGTGAAGCCTGGGACTTCAGTGAAGATAT
CCTGTAAGGCTTCTGGATACACGGTCACTGACTACTACATGAACTGGGTGAAGCAGAGC
CATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCTTGACAATCGTGATTGTAGTTAT
CpP AACCAGAAGTTCCAGGACAAGGCCACATTGACTGTAGACAAGTCGTCCAGCACAGTCTA
CATGGAGATCCGCAGCCTGACTTCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGTCAACT
GGGTCACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCC

Linker GGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG
GACATTGTGCTGACCCAGTCTCCAGCTTCCTTAGCTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCACC
ATCTCATACAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTATATGCACTGGAAC
CAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCGTCTATCTTGTATCCAACCTAGAATCT

cL GGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCA
TCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCACATTAGGGAGCTTACAC
GTTCGGAGGGGGCACCAAGCTGGAAATCAAAC

Tabela 4: Sequéncia predita de aminoéacidos referente a CP, linker e CL da fragédo variavel anti-intimina
sem a presenca de cédons de terminacéo.

CADEIAS SEQUENCIAS
VQLQESGPEVVKPGTSVKISCKASGYTVTDYYMNWVKQSHGKSLEWIGDINLDNRDCSYN
CP QKFQDKATLTVDKSSSTVYMEIRSLTSEDSAVYYCASQLGHWGQGTTVTVS
. GGGGSGGGGSGGGGS
Linker

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISYRASKSVSTSGYSYMHWNQQKPGQPPRLLVYLVSNLESGV
CL PARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHIRELTRSEGAPSWKSN

Em todas as reacdes de PCR realizadas para a geracdo do scFv anti-intimina
(amplificacédo das cadeias pesada e leve, da cadeia leve fusionada a sequéncia linker e
do scFv) (Figura 2) foram utilizadas a polimerase de alta fidelidade para reduzir o risco

de introducéo de mutacdes e a alteracéo da leitura de fase.

Utilizando os iniciadores sintetizados, as cadeias CL e CP foram amplificadas por
PCR a partir de plasmideos pGEM-T Easy contendo as CL e CP. Bandas de
aproximadamente 300 pb foram visualizadas no gel de agarose, referentes as regides
variaveis das CL e CP (Figura 13).
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Figura 13: Reagdo de PCR da amplificacdo da regido variavel das cadeias leve e pesada de scFv anti-
intimina. Andlise em gel de agarose 1% dos produtos de PCR, utilizando novos iniciadores, da CP (2) e
da CL (3) de scFv anti-intimina, de aproximadamente 300 pb, indicados pela seta. Marcador 1 kb DNA
Ladder (Invitrogen,EUA)(1)

Apo6s a amplificacdo das CL e CP, a CL foi submetida a uma reacdo de PCR,
utilizando como iniciador forward a sequéncia linker. Isso foi possivel pelo fato do
produto de PCR inicial da CL ter sido amplificado com um iniciador forward com
complementariedade parcial a sequéncia linker. Esta amplificacdo gerou um fragmento
linker-CL (Figura 2).

Uma reacao de PCR foi realizada para unir as cadeias leve e pesada utilizando
como molde os fragmentos de DNA da CP e da CL-linker, e o iniciador forward de CP e
o iniciador reverse da CL, resultando em uma banda de aproximadamente 700 pb,

referente ao scFv anti-intimina (Figura 2 e Figura 14).
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Figura 14: Amplificacdo por PCR do fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv) anti-intimina. Unido de
CL-linker e CP por PCR, resultando numa banda de aproximadamente 700 pb, referente ao scFv integro
(2) indicado pela seta. (1) Marcador 1 kb DNA Ladder (Invitrogen, EUA).

O produto de PCR scFv anti-intimina com extremidades 3' ndo adeniladas foi
purificado e submetido a reacdo de preenchimento da extremidade 3’ terminal com
dATP. Com a adenina ancorada, foi realizada a ligacdo do inserto em vetor de
clonagem pGEM-T Easy. Células bacterianas competentes de E. coli JM109 foram
transformadas com o plasmideo pGEM-T Easy/scFv. Das colbnias brancas resultantes,
5 foram submetidas a reacdo de PCR. A presenca do inserto foi confirmada em todas

as colonias selecionadas (Figura 15).
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Figura 15: Analise de clones de E. coli recombinantes positivos para scFv por PCR de suspenséo
celular. Produtos de PCR de aproximadamente 700 pb (indicados pela seta), referente ao scFv,
confirmando a presenca do inserto em todos os cinco clones selecionados (2-6). Marcador 1 kb DNA
Ladder (Invitrogen, EUA)(1)

Com o intuito de certificar a presenca do inserto, 3 clones positivos foram
selecionados para a reacao de digestdo. Os clones foram cultivados e submetidos a
extracdo do plasmideo. Enzimas de restricdo BamHI e Hindlll foram utilizadas para
digerir os fragmentos scFv para posterior clonagem no vetor de expressdo pAE. Em gel
de agarose, todos os clones apresentaram uma banda de aproximadamente 700 pb,
referente ao inserto, e uma banda de aproximadamente 3,2 kb referente ao pGEM-T

Easy. Como controle foi utilizado um plasmideo néo digerido (Figura 16).
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Figura 16: Reacéo de digestdo do vetor pGEMT-Easy/scFv com enzimas de restrigdo BamHI e Hindlll,
liberando um inserto de aproximadamente 700 pb, confirmando a presenca de um fragmento com
tamanho predito para scFv (3), indicado pela seta. Como controle foi utilizado um plasmideo ndo digerido
(2). Marcador 1 kb DNA Ladder (Invitrogen, EUA)(1). A seta vermalha indica o vetor digerido vazio.

4.2.4 Expresséo e purificagao do scFv anti-intimina

O inserto foi ligado ao vetor de expresséao pAE e introduzido em E. coli BL21(DES3)
competente. A bactéria transformada foi cultivada e submetida a indugéo da expressao
protéica. Foram analisadas quatro fracdes por SDS/PAGE a 12%: pré inducédo; pos
inducdo; soluvel e insoltuvel (corpusculos de inclusdo). A proteina recombinante scFv
anti-intimina, representada por uma massa molecular aparente de aproximadamente
26,5 kDa, foi observada na fracéo insoluvel do extrato bacteriano (Figura 17).
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Figura 17: Perfil eletroforético da andlise de expressao de scFv anti-intimina em extratos de E. coli BL21
(DE3) recombinantes. Fra¢bes de indugdo da expressado de scFv anti-intimina submetidas a eletroforese
em gel SDS/PAGE a 12%. 1. Marcador de massa molecular (LMW 97 — 14,4 kDa). 2. Extrato total de
BL21 competente como controle de pré-indugdo. 3. Extrato total de células bacterianas ap6s inducao. 4.
Fracdo sollvel do extrato bacteriano. 5. Fracao insoltuvel do extrato bacteriano (corpusculo de incluséao)
tratado com 8 M de ureia. Proteina de interesse indicada pela seta.

Para confirmar a presenca da proteina recombinante fusionada a 6 residuos de
histidina no extrato de E. coli BL21 (DE3) recombinante, as fracdes foram analisadas
por immunoblotting, utilizando um anticorpo murino anti-His (Figura 18). Além da E. coli
BL21 (DE3), foram testadas também outras duas linhagens de E. coli para comparar a
eficiéncia da expressdo protéica. Com a linhagem E. coli C43 (DE3) obteve-se uma
melhor expressdo, mas observou-se outra banda de tamanho inferior, que poderia ser
um produto de degradacdo de scFv, devido a acdo de proteases enddgenas da
linhagem de expressdo C43, bem como um produto de expressado truncado de scFv,
devido a um possivel codon usage raro na sequéncia de scFv (Figura 19, colunas 3 e
5). A linhagem E. coli BL21(DE3) pLys apresentou um melhor desempenho dentre as
trés linhagens testadas, por apresentar uma expressao superior a BL21 (DE3) e por
nao ter apresentado um padréo de degradagéo ou producdo de scFv truncada. (Figura
18, colunas 5 a 7). Ambas as linhagens apresentaram um leve escape na expressao

na fracdo de pré-inducao.
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Figura 18: Andlise de expressdo de scFv anti-intimina em extratos de E. coli BL21 (DE3) (2, 3, 4) e E. coli
BL21 (DE3) pLys (5, 6, 7). FragBes de inducdo da expressdo de scFv anti-intimina submetidas a
eletroforese em gel SDS/PAGE a 12% e transferidas para membrana de nitrocelulose para o ensaio de
immunoblotting, utilizando o anticorpo anti-His. 1. Marcador de massa molecular (LMW 97 — 14,4 kDa). 2
e 5. Extrato total como controle de pré-indugdo. 3 e 6. Extrato total de células bacterianas apds inducao.
4 e 7. Fragédo insoluvel do extrato bacteriano (corpusculo de incluséo) tratado com 8 M de ureia. Proteina
de interesse, detectada pelo anticorpo anti-His, indicada pela seta.

Figura 19: Andlise de expressao de scFv anti-intimina em extratos de E. coli C43 (DE3). Extratos totais
de C43 transformada submetidas a eletroforese em gel SDS/PAGE a 12% e transferidas para membrana
de nitrocelulose para o ensaio de immunoblotting, utilizando o anticorpo anti-His. 1. Marcador de massa
molecular (LMW 97 — 14,4 kDa). 2. Extrato total como controle de pré-indugdo. 3. Extrato total de células
bacterianas apds inducdo. 4. Fragdo solivel do extrato bacteriano. 5. Fracdo insolivel do extrato
bacteriano (corpusculo de inclusdo) tratado com 8 M de ureia. Proteina de interesse detectada pelo
anticorpo anti-His indicada pela seta preta. Banda referente a proteina degradada ou truncada indicada
pela seta vermelha.



86

Um clone BL21 (DE3) pLys recombinante para scFv anti-intimina foi cultivado em
de caldo LB na presenca de ampicilina e cloranfenicol e repicado para 400 mL de caldo
2YT na presenca dos mesmos antibidticos até atingir a DO a 600 nm de 0,5. Com a
adicdo de 1 mM de IPTG, as células bacterianas foram coletadas apos 5 h de cultivo. A
fracdo insoluvel foi incubada com tampéo contendo 8 M de ureia e adicionada a coluna
de Niguel-Sepharose. A proteina foi eluida com uma solucédo de 500 mM de imidazol e
dialisada com concentragbes decrescentes de ureia. A fragdo solubilizada foi
guantificada e submetida a analise por eletroforese em gel SDS/PAGE a 12% (Figura
21), revelando uma banda inferior a 30 kDa, massa molecular préxima a predita para
scFv anti-intimina recombinante, de 26,5 kDa. Pelo método Christian & Warburg de
dosagem protéica, obteve-se um rendimento de aproximadamente 1 mg de proteina por

100 mL de cultura bacteriana.

66 kDa -
45 kDa -

30 kDa - -

Figura 20: Perfil eletroforético da analise de purificagdo de scFv anti-intimina expressa em E. coli BL21
(DE3) pLys. Eluato de scFv anti-intimina submetidas a eletroforese em gel SDS/PAGE a 12%. 1.
Marcador de massa molecular (LMW 97 — 14,4 kDa). 2. Fracdo purificada de scFv anti-intimina, referente
a uma banda de aproximadamente 26,5 kDa indicada pela seta.

4.2.5 Ensaios de funcionalidade do scFv

O scFv purificado foi submetido a testes de funcionalidade. Pelo ensaio de ELISA
de captura a placa foi sensibilizada com scFv, seguido da incubagdo de intimina

purificada, fracdo enriquecida em IgG policlonal de coelho anti-intimina e anticorpo anti-
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IgG de coelho conjugado a peroxidase. Apenas 275 ng de scFv reagiu com 2 ug de
intimina purificada, utilizando 7,5 pg de fracdo enriquecida em IgG policlonal de coelho
a uma absorbancia de aproximadamente 0,75. O mesmo ensaio sem a utilizacdo da
intimina purificada foi utilizado como o branco da reagdo. Pelo resultado obtido, foi
demonstrado que o scFv € funcional e reconhece a por¢do conservada da intimina
(Figura 21).

1.00+

0.754

0.50+

A492 nm

0.254

o % % > o
A EAS \5&\ N o

Concentragao da frac&do enriquecida em IgG do
anticorpo policlonal anti-intimina em pg/mL

Figura 21: Reatividade do scFv anti-intimina a fracdo conservada da intimina. Ensaio de ELISA de
captura com placa sensibilizada com 275 ng de scFv, seguido de incubacdo de 2 pg de intimina
purificada e uma diluigdo seriada da fracdo enriquecida de IgG anti-intimina de coelho a partir de 7,5 pug,
utilizando o anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase e revelado por OPD e H,0,.

Por imunofluorescéncia, o scFv mostrou uma forte reatividade (Figura 22A),
reconhecendo amostras permeabilizadas de E2348/69 em relacéo a E. coli K-12 (Figura
22C) como controle negativo. Por outro lado, o anticorpo monoclonal teve uma menor

reatividade se comparado ao scFv (Figura 22B).
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Figura 22: Reatividade do scFv e do anticorpo monoclonal anti-intimina por ensaio de
imunofluorescéncia. Isolados de E2348/69 permeabilizados e incubados com scFv, anticorpo anti-His e
anticorpo conjugado a FITC. A: E234869 - scFv. B: E234869 - anticorpo monoclonal. C: K12 - scFv
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4.3 DISCUSSAO

A associacdo de diarreia persistente e ma nutricdo como causa de mortalidade,
tem reforgcado a necessidade de desenvolvimento de programas de intervencao além
do tratamento baseado em terapia de reidratacdo oral. Dentro destes programas de
intervencdo existe a deteccdo dos patdgenos por ensaios diagndsticos, a fim de evitar
possiveis surtos e escolher o melhor método de tratamento para minimizar os sintomas
dos infectados (Qadri et al., 2005). E importante ressaltar que muitas vezes no Brasil,
quando a diarreia é detectada, erroneamente, antes mesmo de diagnosticar o agente
causador, aplica-se antibioticoterapia, o que pode agravar o quadro clinico de
pacientes. Isso reforca a idéia do diagndstico como pré-requisito para o0 correto
tratamento.

No entanto, na rotina de laboratérios clinicos, somente 0s ensaios de
identificacdo do antigeno somatico tém sido amplamente aplicados no diagnostico de
doencas gastrointestinais causadas por EPEC e EHEC, essa identificacdo ndo é
conclusiva, pois ndo ha correlacdo entre sorogrupo e as diferentes categorias de E. coli
diarreiogénica. Além disso, no caso das EHEC, apenas o sorotipo O157:H7 é
pesquisado, apesar de ndo ser 0 Unico representante deste patotipo (Trabulsi et al.,
2002; Campos et al., 2004b).

Por outro lado, a identificacdo dos genes de viruléncia caracteristicos seria uma
escolha Obvia para a detecgcédo dos patotipos das DEC. Ensaios de PCR simples ou
multiplex para detectar genes de viruléncia tem sido empregados com sucesso para a
deteccdo de EPEC e EHEC, assim como outros patotipos de DEC (Karch, Meyer, 1989;
Pass et al., 2000; Begum et al., 1993; Franke et al., 1994; Cocolin et al., 2000; Feng,
Monday, 2000; Rappelli et al., 2001; Rich et al., 2001; Paton, Paton, 1998, 2002; Osek,
2003; Toma et al., 2003; Kimata et al., 2005; Aranda et al., 2004, 2007; Mdiller et al.,
2006; Persson et al.,, 2007; Bueris et al., 2007). No entanto, estes testes ndo sao
exequiveis na realidade de paises em desenvolvimento. Além disso, a deteccdo do
gene ndo garante a expressao do fator de viruléncia correspondente (Vilhena-Costa et
al., 2006; Abe et al., 2009).
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Dentre os métodos para deteccdo da expressdo dos fatores de viruléncia, os
ensaios imunossorolégicos podem ser considerados como primeira alternativa por
apresentarem alta sensibilidade e especificidade, utilizando anticorpos policlonal e
monoclonal como ferramentes de deteccdo. Por esse motivo, em nosso laboratério
foram produzidos anticorpos especificos para as toxinas LT e ST de ETEC (Menezes,
2002; Menezes et al., 2003, 2006), para a toxina Pet de EAEC (Vilhena-Costa et al.,
2006) e para a toxina Stx de STEC (Mendes-Ledesma et al., 2008).

Em comum, EPEC e EHEC compartilham um mesmo fator de viruléncia, a
adesina intimina (Adu-Bobie et al., 1998). A regido conservada desta proteina (Intsgs.
e67) foi utilizada como antigeno para o desenvolvimento de um potencial anticorpo

universal anti-intimina (Batchelor et al., 1999).

Em nosso laboratério, observou-se que a reatividade da fracdo enriquecida em
IgG de soro de coelho anti-intimina contra tEPEC pertencente aos sorotipos que
expressam intimina a, (3, y, & e € por immunoblotting. Esta reatividade foi confirmada
por ensaio de immuno-dot, imunofluorescéncia, citrometria de fluxo e imunomarcagéao
por ouro coloidal sendo observada diferengas entre as cepas bacterianas (Koga et al.,
2003). Um ensaio de colony-immunoblot também foi desenvolvido, empregando a
fracdo enriquecida em IgG de soro de coelho anti-intimina e utilizado para avaliar
diferentes meios de cultivo e diferentes tampdes de lise para a transferéncia protéica a
membranas de nitrocelulose. Este ensaio detectou apenas os tipos de intimina a, (3, V,
0, € e 8 (Rocha, 2005).

Esses resultados nos levaram ao primeiro objetivo do presente trabalho, no qual
paralelamente, um antissoro de rato e anticorpos monoclonais anti-intimina, foram
produzidos a partir de intimina purificada (Intsgs-667). Comparou-se a reatividade desse
antissoro, da fracdo enriquecida e do anticorpo monoclonal anti-intimina por
immunoblotting, utilizando extrato total de 72 isolados de aEPEC, 12 tEPEC, 11 EHEC
e 16 isolados de E. coli eae-negativos. Apesar do baixo nivel de reatividade cruzada
observada na utilizacdo do antissoro de rato, este reagente teve menor sensibilidade a
intimina testada em relagdo a fracdo enriquecida em IgG de soro de coelho. Os

resultados com a fracdo enriquecida de IgG de coelho apresentaram 100% de
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especificidade e 97% de sensibilidade, sugerindo ser uma ferramenta apropriada para a
deteccao de isolados de EPEC e EHEC por immunoblotting (Menezes et al., 2009).

Por outro lado, o anticorpo monoclonal anti-intimina 1gG2b apresentou uma
sensibilidade de 78%, mesmo apresentando uma constante de afinidade de 1,3 x 10® M
e um bom limite de deteccdo. A auséncia da reatividade do anticorpo monoclonal
parece ser relacionada ao sorotipo e ndao ao subtipo de intimina, principalmente
considerando os isolados O157:H7. Nenhuma correlacdo péde ser observada com
outros sorotipos e subtipos de intimina. Este monoclonal, por exemplo, detectou
apenas um de dois isolados do sorotipo O119:H6, ambos expressando intimina y
(Menezes et al., 2009). Essa menor sensibilidade do anticorpo monoclonal levou-nos
ao segundo objetivo desse trabalho que consistiu na manipulagédo do fragmento variavel
de cadeia Unica (scFv) do anticorpo monoclonal anti-intimina através de sua clonagem,

expressao e analise de sua funcionalidade.

Duas abordagens foram utilizadas para a obtencdo do scFv, em uma abordagem
utilizou-se o vetor pPCANTAB 5 E e outra utilizando-se o vetor pAE. Primeiramente, 0
sistema escolhido para a clonagem de scFv foi o Recombinant Phage Antibody System
(RPAS - GE Healthcare, Reino Unido) que utiliza o vetor pCANTAB 5 E para a
clonagem e expressao. Este sistema permite criar uma biblioteca de fagos em E. coli
TG1 e expressar o scFv de forma solavel em E. coli HB2151, sendo a purificacdo do
scFv realizada por afinidade a cauda de E-tag, codificada na extremidade C-terminal do

scFv.

O RPAS foi escolhido pelo fato de que era um sistema comercial disponivel no
inicio desse estudo que utilizava iniciadores aleatorios, ndo havendo necessidade de
desenho de iniciadores especificos, além da grande quantidade de publicacbes de
sucesso na literatura, esse sistema gerou scFvs para diversas finalidades, como
diagnostico, terapia, contraceptivos, marcadores de doengas auto-imune, marcadores
tumorais e na formulagéo de vacinas contra virus (Gao et al., 1999; Norton et al., 2001;
Spats et al., 2003; Bhaskaran et al., 2005; Cardoso et al., 2000; Leung et al., 2000; He
et al., 2002; Zhang et al., 2003). Essa tecnologia mostrou também a possibilidade da

producéo de anticorpos diméricos ou conjugados a enzimas, a partir da manipulacédo da
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estrutura basica da sequéncia de nucleotideos (Albrecht et al., 2004; DeNardo et al.,
2001; Wang et al., 2006).

Pelo fato dos hibridomas que originaram o anticorpo monoclonal anti-intimina
terem sido submetidos a diversas etapas de diluicdo limitante, o anticorpo ja
apresentava alto grau de pureza e especificidade, ndo havendo a necessidade de gerar
a biblioteca de fagos. O scFv foi entdo clonado diretamente em E. coli HB2151 para a
expressdo de proteina soluvel. Os resultados demonstraram que o kit ndo apresentou
a eficiéncia esperada, pois ndo foi visualizada a expressdo da proteina soluvel em
E.coli HB2151. O sequenciamento do plasmideo dos clones demonstrou que o scFv foi
clonado de forma incorreta, em uma fase de leitura que apresentou cédons de
terminacdo prematuros, codificando um peptideo de aproximadamente 1 kDa. Além
disso, a fabricagdo e a comercializacdo do sistema de purificagdo RPAS foi

descontinuada, impossibilitando a chance de se obter a proteina putificada.

Apesar de ser definido como um sistema pratico e eficaz, diversos autores
descreveram algumas restricdes ao sistema RPAS. Tanaka et al. (1995) produziram
cistatina de galinha (proteina inibidora de proteinases) de forma solavel utilizando o
vetor pCANTAB em E. coli HB2151, mas com rendimento baixo. Alvi et al. (2002)
desenvolveram scFv contra VEE (virus da encefalite equina venezuelana) em vetor
pPpCANTAB, mas foi expresso com baixa afinidade devido a mutac¢des no inserto. Cheng
et al. (2005) produziram scFv solivel contra sulfoglicolipideo mamifero em pCANTAB,
mas a afinidade e a capacidade de ligagdo foram bem menores do que as do anticorpo

nativo.

Além do baixo rendimento, o sistema RPAS também apresenta outras limitacdes,
como a forma de purificagéo exclusiva e de alto custo. Para contornar esses problemas
alguns autores substituiram o pCANTAB por outros vetores de expressdo. Yi et al.
(1999) modificaram o vetor pRSET, adicionando sitios de restricdo Sfi | e Not | para
utilizar o scFv anti-CEA (antigeno embriocarcinogénico) do vetor pCANTAB, por
apresentar um rendimento muito baixo. Em pRSET Sfi | Not | o rendimento foi maior (5
mg/litro de cultura) mas foi expresso em corpusculos de inclusdo. Guo et al. (2003)

produziram scFv anti-AlF (isoferritina acida) em pCANTAB. O inserto foi sequenciado a
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partir do pCANTAB, amplificado com a utilizacdo de iniciadores desenhados com base
no sequenciamento e clonado em pET28a para produzir scFv. O vetor pCANTAB foi
substituido por pET28a por apresentar um rendimento baixo e alto custo na purificagdo
por E-tag. O sistema pET28a expressou 0 scFv em corpusculos de inclusdo, mas com
rendimento de 60 mg por litro de cultura. O anticorpo se apresentou funcional e

especifico para AlF.

Kramer et al. (2002) retiraram o scFv do vetor pCANTAB e o transferiram para
pASK85 e compararam os dois vetores. Concluiram que o pCANTAB tem diversas
desvantagens, como a necessidade de reagentes caros (IPTG, anti-Etag) para a
producdo em larga escala. O promotor de pASK85 ¢é induzido por tetraciclina anidra,
mais barato que IPTG. O vetor pCANTAB também foi utilizado para uso de fagos em
biblioteca, mas para expressao de LDTI (leech-derived tryptase inhibitor) como inibidor
de serina proteinase para neutrdéfilo elastase e plasmina utilizou-se o vetor pvVT102U/K
em células leveduriformes para uma maior expressdo protéica (Tanaka et al., 1999

Campos et al., 2004a).

Em uma segunda abordagem para a expresséo de scFv o vetor pAE foi utilizado
(Ramos et al., 2004), este vetor une as caracteristicas de pET3-His e pRSET. O vetor
pET3-His tem a vantagem de conter 6 residuos de histidina na por¢cdo N-terminal e
multiplos sitios de clonagem a apenas 9 aminoacidos a partir da metionina, mas a sua
origem de replicacdo (pBR322) ndo possui alto nimero de coépias. Por outro lado, o
vetor pRSET tem a vantagem de conter uma origem de replicagdo de alto nimero de
copias (pUC19), mas ndo contém mudltiplos sitios de clonagem como no sistema pET.
O vetor pAE foi construido com a base do vetor pRSET contendo a origem de
replicacdo de alto nimero de cOpias, com o sitio multiplo de clonagem contendo 6
residuos de histidina a partir do vetor pET3-His. Além disso, o vetor pAE tem um
tamanho reduzido (2,8 kb) se comparado ao pET3-His (4,6 kb) e o pRSET (2,9 kb).
Utilizando este vetor, Ramos et al. (2004) clonaram o fragmento C de toxina tetanica
(Fc) e expressaram em E. coli BL21 (DE3). A fracdo Fc foi expressa de forma insollvel,
mas com um bom rendimento. Por essas vantagens, o vetor pAE foi escolhido no

presente trabalho para a expresséo de scFv anti-intimina.
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A cadeia leve (CL) e a cadeia pesada (CP) da fracdo variavel do anticorpo anti-
intimina foram amplificadas utilizando os iniciadores especificos desenhados com base
no sequenciamento do cDNA realizado. Aos iniciadores foram inseridos os sitios de
restricio BamHI e Hindlll e regibes complementares a um fragmento de DNA,
denominado linker. As cadeias foram ligadas em uma estratégia de amplificacdo em
gue foi utilizado o linker como template e iniciador. Em uma primeira etapa as cadeias
foram amplificadas separadamente com seus respectivos iniciadores. Na segunda
etapa a CL foi amplificada juntamente com o linker formando o complexo CL-linker. Na
terceira etapa a CP foi amplificada com CL-linker, formando o scFv. Na Ultima etapa o
scFv foi amplificado utilizando os iniciadores CP-forward e CL-reverse com 0s
respectivos sitios de restricdo. Esta estratégia se mostrou eficiente, pois foi amplificado
um fragmento do tamanho esperado. Além disso, 0 sequenciamento do scFv
construido demonstrou a sequéncia esperada de nucleotideos. O scFv com o0s sitios

BamHI e Hindlll foi ligado ao vetor pAE e inserido em E. coli para a expressao protéica.

Para a expresséo de proteina em E. coli, as linhagens usualmente utilizadas séo
as que apresentam deficiéncia em protease (B834, BL21, BLR, Origami B, Rosetta e
Turner), as que tém o nivel de expressao protéica ajustavel (Origami B e Rosetta), as
gue aumentam a expressdo de proteinas soluveis e formacdo de ponte dissulfeto
(AD494, BL21trxB, Origami, Origami B e Rosetta-gami) e as que apresentam
suplementacdo de codons raros (Rosetta) (Manual pET, Novagen, EUA). Inicialmente
foi utilizada a linhagem BL21 (DE3) de E. coli, a qual apresentou certa dificuldade de
crescimento. Uma das maneiras de se conhecer a causa do crescimento lento é a
realizacdo de um teste de toxicidade da proteina, que consistiu no plaqueamento do
transformante em condi¢des indutoras, ou seja, na presenca ou auséncia de IPTG. Na
placa que nao continha o IPTG houve crescimento de coldnias, 0 que ndo ocorreu na
placa com o reagente. Este resultado demonstrou que a proteina expressa
apresentava certa toxicidade para a bactéria hospedeira. A demora do crescimento
bacteriano pode ser justificado pelo escape de expresséao protéica nesta linhagem, isto

€, a proteina foi expressa mesmo sem a adi¢ao do indutor.

Com o intuito de melhorar a eficiéncia da expressao protéica, outras linhagens de
E. coli foram utilizadas, como as linhagens BL21 (DE3) pLys e C43 (DE3). Estas
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linhagens impedem o escape de expressao e contribuem para uma super-expressao
protéica, apds a adicdo do IPTG. Através da andlise de expressao na linhagem C43
(DE3) verificou-se a presenca de uma proteina de massa molecular predita, além de
uma outra de tamanho inferior. Isso pode ter ocorrido por acdo de uma protease que
poderia estar presente nesta linhagem. Outra hipétese seria a presenca de codons
raros nesta linhagem para a construcéo da proteina. A linhagem teria tRNA para esses
coédons, mas seria menos frequente, sendo produzida tanto proteina integral, quanto
truncada. Os resultados demonstraram que a E. coli BL21 (DE3) pLys apresentou
melhor expressdo, ndo sendo observada nenhuma banda além da predita. Por esse

motivo esta foi a linhagem escolhida para a expressao de scFv anti-intimina.

O scFv anti-intimina foi expresso de forma insollvel. Portanto, foi necessario
realizar um tratamento de solubilizacdo. Com esse tratamento a proteina foi
desnaturada, o que pode comprometer sua capacidade funcional. Esta desnaturacao

foi revertida pelo ensaio de refolding, possibilitando assim o retorno a estrutura

conformacional original.

Trés protocolos para refolding foram utilizados, dentre eles um ensaio de
solubilizacdo utilizando um tampdo de Tris-HClI contendo 6 M de cloridrato de
guanidina, seguida de dialise em concentracfes decrescentes de guanidina (3 M, 2 M,
1M, 0,5Me 0 M) e subsequente purificacdo (Tsumoto et al., 1998). Uma grande parte
da proteina foi precipitada durante a diadlise. Porém, a fracdo solubilizada foi
recuperada e purificada, mas o rendimento foi relativamente baixo. Em outra tentativa,
com a proteina solubilizada em tampéo de Tris-HCI contendo 8 M de ureia, a proteina
solubilizada foi gotejada lentamente em 2 L de tampéo de Tris-HCI| sem ureia, mas
novamente houve precipitacdo protéica. Apesar disso a solugdo precipitada foi

submetida a purificagdo, apresentando um alto grau de proteinas inespecificas
observadas em gel SDS/PAGE.

O método que se mostrou mais eficaz na recuperacdo da proteina insoluvel foi o
protocolo em que se solubilizou a proteina em tampé&o Tris-HCI contendo 8 M de ureia,
seguido de purificacdo, sendo o refolding realizado apos essa, com dialises de

concentracdes decrescentes de ureia. A proteina expressa contém quatro residuos de
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cisteina, apresentando duas pontes dissulfeto, que foram quebradas com o tratamento
de solubilizacdo. Com o intuito de reconstituir essas pontes, foi utilizado glutationa
oxidada como agente oxidante em uma das etapas do refolding. Uma pequena
quantidade da proteina precipitou, no entanto, recuperou-se grande quantidade (cerca
de 4 mg/mL) da fracdo solubilizada. Essa fracdo foi utilizada nos ensaios de

funcionalidade.

O scFv anti-intimina foi expresso com seis residuos de histidina na porgcdo C-
terminal, com a finalidade de purificagdo por afinidade metélica. Além da purificagéo, a
cauda de histidina tem a funcdo de marcador para detec¢cdo por um anticorpo
especifico. Para demonstrar a funcionalidade do scFv por ELISA, a intimina purificada
(Intsgs667) € @ melhor forma de deteccdo. Mas pelo simples fato da intimina purificada
também conter essa cauda de histidina, a clara deteccdo do scFv é dificultada. O
anticorpo anti-His pode também reagir com a intimina purificada, ocorrendo um falso

positivo.

A estratégia utilizada foi o ensaio de ELISA de captura, utilizando a fracédo
enriquecida em IgG de coelho ou o anticorpo monoclonal anti-intimina. Este protocolo
consistiu na sensibilizacédo da placa de poliestireno com scFv, seguido da incubacao da
intimina purificada e o anticorpo anti-intimina, sem a necessidade da utilizacdo do anti-
His. Resultados mostraram que o anticorpo policlonal ndo compete com o scFv pelo
mesmo epitopo, como também que, o scFv anti-intimina é funcional. Com a utilizacédo
do anticorpo monoclonal neste ensaio, demonstrou-se que este anticorpo compete com
o scFv pelo mesmo epitopo da intimina, demonstrando a grande fidelidade na clonagem

do anticorpo recombinante.

Aléem disso, verificou-se a funcionalidade do scFv anti-intimina por
imunofluorescéncia. Esse anticorpo reconheceu o isolado E2348/69, mas nao E. coli K-
12 apo6s permeabilizacdo da membrana externa, reforcando os dados de Koga et al.
(2003) sobre a importancia da permeabilizacdo bacteriana para a observacdo de
reatividade de anticorpos anti-intimina. Os resultados obtidos neste trabalho nos
permitem concluir que o anticorpo recombinante anti-intimina foi capaz de reconhecer a

regido conservada de intimina (Intsgs.¢67) Na forma purificada e a intimina o no isolado
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de EPEC tipica. Ensaios posteriores mostrardo a reatividade desse anticorpo com 0s
diferentes tipos de intimina expressos por EPEC e EHEC. Essa questdo €
extremamente importante, uma vez que os dados de Kihne et al. (2004) mostraram
gue o scFv anti-intimina produzido a partir de células do baco de coelhos imunizados
com a porgao C-terminal de intimina de O157:H7 reconheceu apenas intimina y. No
entanto, vale a pena ressaltar que, se, 0 anticorpo recombinante apresentou maior
reatividade com o isolado de EPEC tipica por imunofluorescéncia do que o anticorpo
monoclonal original, esses dados nos permitem inferir que esse anticorpo recombinante
podera tornar-se a ferramenta para o diagnostico de EPEC e EHEC através da

deteccéo de intimina.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

A fracéo enriquecida em IgG do soro de coelho anti-intimina apresentou 100% de
especificidade e 97% de sensibilidade, sugerindo ser uma ferramenta apropriada
para a deteccéo de isolados de EPEC e EHEC por immunoblotting;

O anticorpo recombinante anti-intimina obtido a partir da clonagem e expresséo
do fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv) foi capaz de reconhecer a regido
conservada de intimina (Intsgs.gs7) Na forma purificada e a intimina a no isolado de
EPEC tipica.
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