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Resumo

“Clonagem e caracterizagdo do gene flbA de H. pylori;

producdo de estirpes aflageladas”

A presente invencdo diz respeito a seguéncias nucleotidicas
gue regulam a biossintese das proteinas dos flagelos de

Helicobacter pylori, diz respeito as proteinas codificadas

por estas sequéncias, assim como a estirpes bacterianas
aflageladas. A invencdo diz também respeito a utilizagdo
destes meics para a detecgéo de uma infecgdo por H. pylori

ou para a proteccdc contra uma tal infeccdo.



Descrigao

“Clonagem e caracterizagio do gene flbA de H. pylori;

produgdoc de estirpes aflageladas’

O Helicobacter pylori (igualmente designado pela

expressdc H. opylori) ¢ uma Dbactéria gram negativa

encontrada até hoje exclusivamente a superficie da mucosa
do estdmago do ser humano.

Como na maior parte das bactérias, o H. pylori é
sensivel a um meio de pH 4acido, mas pode no entanto tolerar
a acidez na presenga de teores fisioldgicos de ureia
(Marshall et al (1990) Gastroenterocl. 9%9: 697-702). Na
hidrdlise da ureia sob a forma de didxido de carbono e de
amcniaco que sdo libertadas no microambiente da bactéria, a
urease de H. pylori permite a sobrevivéncia da bactéria no
meic acido do estdémago. Recentemente os estudos efectuados
scbre os modelos animais forneceram elementos gue sugerem
que a urease € um factor importante na colonizacido da
mucosa gastrica (Eaton et al. {1991) Infec. Immun. 59:
2470-2475) . Suspeita-se igualmente que a urease provogue
quer dancs directos, quer danos indirectos & mucosa

gastrica.

[O

Actualmente o Helicobacter pylori (H. pylori)

reconhecido como agente eticldégico das gastrites antrais, e
aparece como um dos cofactores necessarios para o
desenvolvimentc de dlceras. Além disso, parece gque o
desenvolvimento dos carcinomas géstricos possa estar
assocliado a presenca de H. pyloeri.

Com o objectivo de desenvolver meios novos sensiveis e
especificos para a detecgdo in vitro de infecgdes por

bactérias da espécie Helicobacter pylori os inventores

interessaram-se no sistema - de regulacdo da mobilidade

destas bactérias.



Com este objectivo eles interessaram-se em diferentes
modificacdes de estirpes de H. pylori, modificacdes que nao
afectaram o reconhecimento destas bactérias pelos soros de
doentes infectados, mas gue permitem contudo uma reaccdo
do tipo “falsc positive” em particular com as bactérias da
familia de Campylobacter e por exemplo, Campylobacter
jejuni.

Os inventores constataram além disso que as bactérias

modificadas obtidas podiam ser eventualmente utilizadas no
ambito do fabrico de composi¢des imuncgénicas ou de
vacinas. Neste contexto, a invencdo propde em particular
estirpes bacterianas vivas atenuadas.

Numa primeira etapa, os inventores identificaram e
isolaram o gene flbA gque estd implicado na regulacdo da
biossintese dos flagelos de H. pylori e consequentemente,
na regulagdo da mobilidade da bactéria. A biossintese dos
flagelos compreende a sintese das flagelinas A e B, e da
bainha. O gene flbA regula tantoc a sintese das flagelinas A
e B, e a sintese da baiﬁha contendo estas flagelinas. Os
inventores estabeleceram que o gene flbA era igualmente
interessante porque regulava a biocssintese da proteina de
ancoragem da bactéria, ainda chamada “gancho”.

O presente documento descreve por issc uma sequéncia
nucleotidica do gene flbA que regula a biocssintese das

proteinas des flagelos de Helicobacter pylori,

caracterizada por ser capaz de se hibridizar em condicdes
de elevada severidade com uma sonda correspondente a um
fragmento de nucledtidos de H. pylori amplificados com o
auxilio de dois nucledétidos que respondem as seguéncias

seguintes:

OLF1lbA-1; ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG




OLF1bA-2: GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou capaz de se
hibridizar em condig¢des de elevada severidade com o©s seus

nucledtidoes.
Uma tal sequéncia pode ser obtida através das etapas de :

-pesquisa de um banco gendmico contendo o ADN cromossémico
de uma estiipe de H. Eylori'com uma sonda correspondente a
um fragmento de nucledtides de H. pylori amplificado com o
auxilio de dois oligonucledétidos que correspondem Aas

sequéncias seguintes:

OLFlbA-1; ATGCCTCGAGGTCGAARAGCAAGATG
OLF1bA-2: GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou capaz de se
hibridizar em condigdes de elevada severidade com os seus

nucledtides.

-recuperagac das segquéncias de ADN que hibridizam com a
dita sonda,

-subclonagem das seguéncias de ADN obtidas num vector
adeguado do tipo plasmideo e seleccdo destes vectores
modificades gque se hibridizam em condicdes de elevada
severidade com a sonda correspondente ao fragmentc de ADN
de H. pylori amplificado com ¢ auxilio dos oligonucleétidos
OLF1bA-1 e OLFl1bA-2

-sequénciacdo dos fragmentos de ADN contides nos vectores
plasmidicos que se hibridizam com a sonda referida acima e
determinacdo da fase aberta de leitura contida nagueles

fragmentos.

De forma vantajosa vai-se utilizar estes fragmentos de
ADN para reconstituir a sequéncia de codificagdc do gene
fibA que corresponde a uma fase aberta de leitura que

comporta cerca de 2196 nucledtidos.



C bance gendmico contendo ADN cromossémico de H.
pylori pode ser obtido a partir de qualquer estirpe de H.
pylori. Pode-se também preparar um banco cosmidico a partir
de ADN cromossdmico de H. pylori.

Uma estirpe utilizavel para a realizacgdo deste banco é
por exemplo a estirpe N6 depositada na NCIMB em 26 de Junho
de 1992, scb o ntmero NCIMB40512.

Os dois iniciadores oligonucledtidos utilizados para
preparar a scnda destinada &  hibridizacdc do  ADN
investigado presente na banda de ADN de H. pylori sdo
escolhidos entre as reglifes conservadas das diferentes
proteinas da familia LcrD/F1bF.

Os dois iniciadores oligonucledtidos OLFlbA-1 e
OLF1bA-2 permitiram amplificar um fragmento utilizivel como
sonda de 130 pares de bases correspondente a seguéncia

seguinte:

ATG CCA GGA AAG CAA ATG GCGC ATT GAT GCG GAT TTA AAT TCA GGG
CTT ATT GAT GAT AAG GAA GCT AAA AAA CGG CGC GCC GCT CTA AGC
CAA GAA GCG GAT TTT TAT GGT GCG ATG GAT GGC GCG TCT ARA TTT

As condigdes de severldade elevada de gue se fala
acima sdo as seguintes: a hibridagdo & realizada a 42°C na
presenga de 50% de formamida num témpéo 2XSSC contendo 0,1%
de SDS (1XSSC correspondendo a 0,15 M de NaCl mais 15 mM de
citrato de sédio - pH 7,0). As lavagens sdc realizadas com
2XS38C mais 0,1 % de SDS a 68°C por exemplc duas vezes
durante uma hora.

Uma sequéncia nucleétidica particularmente
interessante para obter uma estirpe bacteriana recombinante
de acordo com & invencdc resulta na mutacdo da seqguéncia do
gene £lbA correspondente ao encadeamento de nucledtidos
representado na figura 2, ou que codifica para a prcteina

representada na figura 2.



Uma seguéncia nucledtidica descrita no presente
documento é caracterizada por codificar para uma proteina
correspondente a4 sequéncia de aminodcidos representada na
figura 2 ou para uma sequéncia de aminoacidos gue possul as
mesmas propriedades reguladoras em relacdo & biossintese
das proteinas dos flagelos de H. pvlori que a segquéncia
referida acima.

A invengdo tem comc objectivo a utilizacdoc para a
deteccdo in vitro de uma infeccdo por H. pylori numa
amostra de fluido bicldgico retirada de um doente, de uma

estirpe bacteriana recombinante de Helicobacter pylori

possuindo um fendtipo aflagelado resultante da mutacdo por
supressdo, substituic¢do ou 1insercdo de bases, ou de um
fragmento na sequéncia de nucledtidos do gene flbA que
participa na regulagidoc da biossintese das proteinas dos
flagelos de H. pylori, hibridizando-se a dita sequéncia
nucledtidica do gene flbA em condigdes severas com uma
sonda correspondente a um fragmentc de nucledtidos de H.
pylori amplificado com ¢ auxilio de dois oligonucledtidos

OLFlba-1 e OLFlba-2, de modo a que:

- o gene flbA deixe de ser expresso num hospedeiro
celular,

- a expressdo do gene flbA num hospedeiro celular nao
permita a biossintese das flagelinas A e B nem da bainha
que as contém e eventualmente ndo permita a sintese da

proteina de ancoragem de H. pylori ou de gancho.

A modificagdc sofrida pela sequéncia nucledtidica
utilizada na invencgdo deve ser tal de modo a ser
irreversivel e em particular que permanega irreversivel e
em particular gque ela permanega irreversivel quando esta
sequéncia se recombina com o© gene flbA presente numa

bactéria que seria transformada com uma sequéncia



nucleotidica modificada deste modo. Esta recombinagdo € por
exemplo do tipo “double crossing over”. De preferéncia, a
modificagdo da sequéncia nuclectidica ndo deve arrastar uma
modificacdo substancial - apds a substituigdo por esta
sequéncia modificada do fragmento correspondente ao gene
flbA normal numa determinada estirpe de H. pylori - das
fungdes dos genes vizinhos.

O documentc descreve também sequéncias nucleotidicas que
constituem um fragmento do gene flbA que corresponde aos
critérios anteriores. A titulo de exemplo, os fragmentos
comportam pelo menos 6 nucledtidos, de preferéncia pelo
menos 50, ver pelo menos 100 nucledtidos.

Tals fragmentos sdo por exemplo escolhidos seja devido
ac seu caracter especifico do gene flbA, seja por
pertencerem a regides conservadas de varios genes gue
codificam para proteinas da familia LcrD/F1bF.

O documento descreve também fragmentos do gene ;;gg
limitados pelos locals de restricgdo presentes sobre o gene.
Alguns destes locais s&o definidos a titulo de exemplo na
figura 1 B. |

Um outro fragmento descrito é um fragmento de pelo menos
1000 pb originadrios duma gualguer regifo do gene flbA e
compreendendc de preferéncia wum local de restricdc ou
susceptivel de acolher um local de restrigéo.

Outras sequéncias nucledtidicas descritas sido por
exemplo os &cidos nucleicos recombinantes compreendendo uma
seguéncia nucleétidica, tal como aquelas que s&o descritas
acima, ela prodpria mecdificada por insercdo de uma cassette
que contém um marcador, por exemplo, um gene de resisténcia
& um antibidtico ou um gene de resisténcia a um metal
pesado, tal como o descrito no pedido de patente de
invencdo FR 9406202 depositado em 20/05194.

Pode ser assim efectuada uma insercdc com uma cassette

de resisténcia a canamicina. ©Neste contexto podem ser



desenvolvidas diferentes técnicas e val-se referir em
particular & publicagdo de Labigne A. et al (J. of
Bactericlogy, vol. 17C, 1988, p. 1704-1708) e a publicacio
de Labigne A. et al (Res. Micrcbiol 1952, 143, 15-26).

0 pedido de patente de invencgdo descreve igualmente os
oligonucleétides especificos de uma segquéncia nucliledtidica
determinada anteriormente e caracterizados por

corresponderem a uma das sequéncias seguintes:

OLF1bA-1; ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCALAGATG
OLF1bA-2: GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC
OLFlbA-7 CGGGATCCGTGGTTACTAATGGTTCTAC
OLF1bA-8: CGGGATCCTCATGGCCTCTTCAGAGACC

De acordoe com wuma outra wvariante descrita uma
sequéncia de aminoacidos da proteina FlbA de H. pyloxi ¢é
caracterizada por ser codificada por uma sequéncia
nucleotidica, tal comc a determinada anteriormente.

Uma determinada sequéncia de aminodcidos da proteina
F1bA de H. pylori & apresentada na figura 2.

Deste mecdo, nc ambito da invengdo, o gene flbA e a
proteina expressa por este gene pode apresentar interesse,
em particular para a utilizagfo em composicdes imunogénicas
ou em vacinas.

A invencdc descreve assim estirpes bacterianas de

Helicobacter pylori possuinde um fendtipo aflagelado

resultante da mutac8o por substituicdo, adigdc e/ ou da
supressdo de bases ou de um fragmento nucledtidico da
sequéncia nucledétidica definida acima do gene flbA que
participa na regulacdo da biossintese das proteinas dos
flagelos de H. pylori.

2 modificag8do dc gene flbA permite a obtencido de uma

estirpe do tipe aflagelada i.e. gque deixa de exprimir as



proteinas FlaA e FlaB e de preferéncia deixando de exprimir
as proteinas da bainha.

De acerdo com uma concretizagdo desta estirpe
bacteriana, a estirpe obtida estard ainda desprovida da
proteina do ganche de H. pylori.

Preferencialmente uma estirpe bacteriana
correspondente aos critérios anteriores & caracterizada por
ser obtida a partir da estirpe N6 depositada na NCIMB em 26
de Junho de 1992 sob o nUmerc NCIMB 40512. _

A titulo de exemplo a invengdo tem por objectivo uma
estirpe aflagelada recombinante de H. pylori designada por
N6flbA e depositada na NCIMB a 30 de Junho de 1955 sob o n°
NCIMB 40747.

As estirpes aflageladas de H. pylori descritas no
documento sao particularmente interessantes: para

utilizagbes em sorologia & conseguentemente para a deteccdo
in vitro de uma infecg¢do por H. pylori. Vantajosamente
estas estirpes s&o do tipo recombinante.

Estas estirpes apresentam em particular a vantagem de
pérmitir uma detec¢do in vitro especifica e sensivel da
infecgdo por H. pylori. Noutros termos, a invencdo permite
vantajosamente detectar especificamente uma infecgdo por H.
pyleri evitando em particular os resultados “falsos
positivos” por exemplc com a estirpes de bactérias, tal

como a Salmenella ou Campylobacter.

Sabendo que as estirpes de H. pylori do tipo

aflagelado definidas deste modo podem possuir igualmente
outras aplicacbes e serem por exemplo desenvolvidas no
dmbito da preparagdc de composi¢des de vacinas poder-se-a
ter interesse em preparar as estirpes bacterianas
recombinantes aflageladas possuindo uma segunda modificacgioc
ou mutagdoc e por exemplo poder-se-ia recorrer a uma estirpe
bacteriana aflagelada caracterizada por ela ser além., disso

mutada de modo a produzir uma urease atenuada, isto & a



deixar de produzir urease, a mutagidc consiste por exemplo

numa mutacdo da sequéncia nucleotidica de um ou varios

genes escolhidos entre os genes urehA, ureBl, ureC, ureD,

urekE, ureF, ureG, ureH ou urel. Os genes de estrutura da

urease designados por ureA, ureB, ureC, ureD da urease

foram descritos na publicagdo (Labigne et al. (1991} J.
Bacteriol. 173: 1920-1931). Os outrcs genes foram descritos
no pedido de patente de invengdo EP 0610322.

A invencdo tem como objecto estirpes bacterianas
recombinantes caracterizadas por elas serem obtidas por
mutacio, por substituicdo, adigdo e/ ou supressdo de bases
ou de um fragmento nucleotidico na sequéncia nucleotidica
do gene flbA gue participa na regulagdo da biossintese das
proteinas dos £flagelos de H. pylori a dita seguéncia
hikridiza-se em condic¢des . severas com uma sonda
correspondente a um fragmento de nucledétidos de H. pylori
amplificado com o auxilio de dois oligonucledtidoes
degenerados seguintes: OLFlbA-1: ATGCCICGAGGTCGARAAGCAAGATG
e OLFlbA-2: ggAAEQTTCATACTGGCQEQECC@QTC sendo a dita

mutacdo tal que tanto o gene flbA deixa de ser expresso na
dita estirpe bacteriana recombinante como o gene flbA nao
permite a sintese dos flagelos de H. pylori, a dita mutagdo
& efectuada na estirpe N6 depositada na NCIMB a 26 de Junho
1992 sob o numero NCIMB40512.

As estirpes bacterianas descritas no pedido de patente
de invencdo podem ser utilizadas tal e cual ou sob a forma
de extracto e em particular de um extractoc bacteriano total
da estirpe obtida a partir das estirpes descritas no pedido
de patente de invengdo. |

Um tal extracto bacteriano pode ser preparado por
extraccdo de N-Octil Glucésido. Neste caso, a técnica de
preparacdo utilizada é a descrita por LELWALA-GURUGE. J.
(Scand. J. Infec. Dis. 1992, 24:457-465).
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Um outro extracto bacteriano pode ser obtido por
extraccdo com PBS ou da glicina de acordo com as técnicas
descritas respectivamente por BAZILLOU M. et al. (Clin.
Diagn. Lab. Immuno.1994, 1:310-317) e AGUIRRE P. M. ({Bur.
J. Clin. Microbkiol. Infect. Dis., 1992, 11:634-639).

A invencdoc diz respeito a um extracto bacteriano
cbtido a partir de estirpes que s&do objecto da invengéo
obtidas a partir da estirpe NCIMB40512 ou da estirpe
NCIBMB40747.

A invencdc diz respeito a uma composigdoc para a
deteccdo 1in vitro de uma infeccdo por H. pylori numa
amostra de fluido biolégico num doente, em particular numa
amostra de soro, compreendendo come principio activo uma
estirpe bacteriana ou um extracto bacteriano de acorde com
a descricgido fornecida no pedido de patente de invencgdo.

As amostras biocldgicas utilizadas podem ser de todos
os tipos em particular podem tratar-se de todos os fluidos
bioldgicos como por exemplo o sorc, a saliva ou a urina.

De igual forma, as técnicas desenvolvidas para a
detecgdc sao todas técnicas gue fazem intervir reacgdes do
tipo imunolégice e em particular do tipo antigénio -
anticorpo. Utiliza-se por exemplo as técnicas do tipo de
+rransferé&ncia de Western, ELISA..

A invencdo diz por isso igualmente respeito a um
processo de detecgdo in vitro de uma infec¢d@o por H. pylori
numa amostra de fluido biclégico num doente, em particular

numa amostra de soro, compreendendo as etapas:

-fazer contactar uma amostra testada com uma estirpe
bacteriana definida no pedido de patente de invengdo ou
extracto bacteriano definido mais acima.

~detecgdo de uma reac¢do imunoldgica entre a dita eétirpe

bacteriana e anticorpos dirigidos contra H. pylori,

presentes numa amcstra testada.
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A titulo de exemplo uma deteccgdo in vitro numa amostra

bioclégica para pesguisar uma infecg&o por H. pylori pode

ser realizada efectuando as etapas seguintes:

as placas sdo cobertas de antigénio utilizado para a
deteccdo, quer se trate de uma proteina pura ou
recombinante, ou ainda de uma estirpe aflagelada ou dum
extracto bacteriano em particular extracto de NOG (N-
octil glucosido) da estirpe N6flbA- (a titule de
exemplo, a quantidade de extracto poderia ser de 3 pg/ml
ou a gquantidade de antigénio poderia ser de 2 ug/ml),

foi utilizada uma gama de controles negatives e
positivos (¢ contrecle positivo foi preparado com
diluicdes diferentes) e em paralelo, testa-se o8 s80ros

dos doentes diluidas de 1/100 (veolume depositado 100

uly,
& de seguida efectuada uma etapa de incubagdo por
exemplo durante uma hora a 37°C, etapa seguida de varias
lavagens sucessivas e de uma Iincubagido posterior, por
exemplo durante 1 hora a 37°C, com um conjugado
monoclonal {do tipo IgG humano marcado com peroxidase)
utiiizado a diferentes diluigbes (por exemplo a uma
diluicdo de 1/32000 para um antigénio e a uma diluigéo

de 1/64000 para um extracto bacteriano}, o volume

depositado é de 100 pl,

apbés a incubagdo com o conjugado monoclonal sdo
praticadas diferentes lavagens (por exemplo 4) e a
revelacdo da reacgdo enzimdtica pelo “OPD + substracto”
& efectuada durante 30 minutos na obscuridade. A reacgao
enzimitica é de seguida parada por adigdo de Hz804 e
depois leitura das densidades ¢pticas DO 2 492 nm/620

nm.
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A invencido tem além disso como objectivo a utilizacéo

para obter anticorpos contra H. pylori de uma estirpe

bacteriana ou de um extracto desta estirpe bacteriana,
definida no pedido de patente de invencéo.

De acorde com um modo de realizagdo particular da
invencdo, uma composicdc imuncgénica para a obtencgdo de
anticorpos contra H. pylori é caracterizada por compreender
uma sequéncia de amincacidos da proteina FlbA.

Estd igualmente incluido no &mbitc da presente invengéo
a utilizagdo para a preparagdo de uma composigdo para
vacinas através da cbtengdo de anticorpos protectores
contra uma infecgido por H. pylori de uma estirpe bacteriana
ou de um extracto bacterianc de acordo com as definig¢des do
pedido de patente de invencéo.

Uma tal utilizacdo para preparar uma composigdo para
vacinas para obter anticorpos contra uma infecgdo por_H.
pylori, para preparar o principio activo, os antigénios do
tipo urease, em particular os antigénios codificados pelos

genes ureA, ureB, ureC ou ureD e uma proteina que

corresponde a uma sequéncia de aminodcidos definida acima.

A invencdo tem  igualmente como  objectivwvo SOYos
policlonais dirigidos contra uma estirpe de H. pylori
obtida a partir da estirpe NCIMB 40512 de acordo com a
definic8o acima, ou contra a estirpe NCIMB 40747,

Estes anticorpos sdo obtidos através de técnicas
conhecidas e em particular, através da imunizagdo de um
animal com o antigénio escolhido, seguide da produgdc e da
recupera¢cdo dos anticeorpos produzidos e da selecgao
daqueles entre eles que reconhecem especificamente H.
pylori.

Qutros anticorpos monoclonais ou soros policlonais de
acordo com a invenc¢doc sdo dirigidos contra uma estirpe de
H. pylori aflagelada, tal come a descrita nas paginas

anteriores.
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Além disso, a invenc¢dc diz respeito ainda a uma
composicdo para a detecgdo in vitro de uma infecgdo por H.
pylori numa amostra bioldgica compreendendo comc principio
activo um sorc policlonal obtide contra uma estirpe de H.
pylori de fendtipo aflagelado descrito no pedido de patente

de invencéo.

Figura 1
lA: Mapa de zrestrigido do plasmideo plLL570 e do mini

transposdo Tn3 contendo a cassette do gene de resisténcia a
canamicina.

1B: Mapas de restrigdo lineares de plasmideos recombinantes
pSUS39 e pSUS207. ©Os numercs indicades correspondem a
dimensdo dos fragmentos de restricdo expressos em pares de
bases. H: HindIII; Bg: BgIII. A presenga de um asterisco
indica gue o© local de restrigdo foli modificado no decurso
da clonagem e que deixa de ser reccnhecido pela enzima de

restrigdo correspondente.

Figura 2: Sequéncia nucledbdtidica do gene flbA de H. pylori
e sequéncia de aminodcidos deduzida indicada pelo cddigo de
uma letra.

Figura 3: Alinhamento muiltiploc da proteina FlbA de H.
pylori com cinco outros membros diferentes da familia
LexrD/F1bEF.  CJjFlbA:  Campylobacter Jjejuni FlbA; CcFlbF:

Caulobacter crescentus FlbE; YpLcrD: Yersinia pestis LCrD;

StInvA: Salmonella typhimurium InvA; SfMxiA: Shigella

flexneri MxiA. 0Os asteriscos indicam a posicéo dos
aminoadcidos conservados em todos ©s homdlogos da familia
LcrD/F1bE; os pontos indicam a posigdo des aminodcidos
conservados em peloc menos 5 das 6 proteinas homdlogas; as
sequéncias de aminodcidos conservados utilizadas para a
sintese dos ©o©ligonucledtidos degenerados (OLF1lb2A-1 e

OLF1bA-2) encontram-se sublinhadas. De notar em particular
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0o grau de conservagdo do dominio N-terminal destas
proteinas homélogas qgue contrasta com o grau de
variabilidade do dominic hidréfilo da regidec C-terminal.

Figura 4: representacgidoc esquemética da Arvore filogénica de
seis proteinas que pertencem a familia LecrD/FlbF. As
proteinas implicadas na regulacgédo da expressdo da

mebilidade, F1lbA de H. pylori (HpFlbA), e de Campylobacter

jejuni (Cj FlbA), e FlbF de (Caulobacter crescentus (Cc

F1bF) formam um ramo distinto dagquele das proteinas
implicadas na secrecdc de proteinas de viruléncia (Inva,
MxiA e LcrD de Salmonella, Shigella e Yersinia,
respectivamente). ©Os numeros indicados representam a
disténcia evolucionédria relativa.

Figura 5:representagdc esguematica da estratégia seguida
para construir os mutantes isogénicos da estirpe de H.
pylori N6, mutantes nos quais o gene gue codifica para a
proteina FlbA foi inactivado por insergdc de um gene gque
codifica para a resisténcia a canamicina.

Figura 6: andlise por imunotransferéncia (Western blot) das
precteinas de um mutante N6-flbA com o auxilio de um
antisoro AK179 (3) dirigido especificamente contra os
flagelos purificados de H. pylori:l: mutante N6-flbA:2:
mutante duplo flaA/flaB; 3: mutante £f1aB(8); 4: mutante
flaA (8); 5: estirpe selvagem N6. |

Figuras 7 a 11: resultados comparatives da serologia

realizada por H. pylori. Figuras 12 e 13: Extracgdes a
partir da estirpe aflagelada N6flbA~: as extracgdes foram

realizadas com glicina, PBS ou NOG.
Figura 12: as curvas foram construidas a partir dos dados

seguintes:



Deswv. Conc

Pad#
1 0,0000
2 0,1660
3 0,3300
4 0,6650
5 1,3300

Figura 13: Dosagens proteicas no método mino

NET
ABS
750,0

06,0020
0,0760

0,1400

0,2390
0,4280

CALC

Conc

_'Or 008
0,1721

0,3458

0,6474

1,333¢6

Diff

0,0080
-C,006

-0,016

0,0176

_Of004

COEFFS:

pP2=2,0324

Média:
Desv.

Pad.
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P1=2,2753 PO=-0
-1, 0356E-07
0,0130
(BIO RAD)

PO=2,4815

glicina: diluigdo 1/2; glucdsido: diluigdo a 1/10;
sobrenadante 1: diluicgéo 1/4; sobrenadante 2: ndo
diluido.
As curvas foram construidas a partir dos dados:
seguintes:
NET ABS CALC COEFFS:

Desv. Conc 750, 0 Conc Diff P2=144,63 P1=314,31
Pad#

1 0,0000 -0,003 1,5388  -1,540

2 25000 00,0600 21,861 3,1392

3 50000 00,1470 51,810 -1,810

4 100,00 00,2750 99,855 0,1454

-5 200,00 0,5090 199,54 -0,0636
Exemplos
Identificacdo doc gene flbA e preparacdc de estirpes

aflageladas
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Entre as proteinas conhecidas por desempenharem um papel na
regulacdo da expressdo da mobilidade nas bactérias as
proteinas que pertencem a familia LcrD/FlbE recentemente
identificada, e que inclui a proteina LcrD das bactérias do
género Yersinia (6), a proteina InvA de Salmonella (2) MxiA

de Shigella (1), FlbF de Caulobacter crescentus (7) e FlbA

de Campylobacter jejuni (4) sdo proteinas interessantes. As

proteinas LecrD, InvA e Mxia estdo implicadas na regulagéo
e/ ou secrecdc de proteinas associadas & viruléncia das
bactérias que as exprimem, enqguanto gque as proteinas FI1bF

de Caulobacter crescentus e FlbA de Campylobacter jejuni

estdo implicadas na regulagdo da biossintese de flégelos e
portante na mobilidade. Os homélogos conhecidos até hoje da
familia LecrD/F1bF  possuem dominios muito conservados
scbretudo na parte N-terminal destas proteinas, e duas
destas regiéeé conservadas (MPGKQM, aminoadcidos 151 a 156
da proteina de LcrD de Yersinia) e MDGAMKF (aminoacidos 189
a 195 de LcrD) puderam assim ser utilizadas para a
definicdc de dois oligonucledtideos degenerados (OLFlbA-1 e
OLFlba-2, tabela 1) gue foram sintetizados e utilizados
Ccomo iniciadcres nucleédtidicos em experiéncias de
amplificacgdo génicas realizadas a partir do ADN

cromossémico de Helicocbacter pylori. Um fragmento de 1307

pares de bases (pb) poude assim ser amplificado e a
determinacdo da sua seguéncia nucleotidica mostrou que este
fragmento codificava para um segmento de uma proteina muito
homéloga as proteinas da familia LcrD/FlbF. Este fragmento
amplificado foi entd&o marcado radioactivamente e utilizado
como sonda para pesguisar um banco de cosmideos de H.
pylori.

Este fragmento corresponde a sequéncia compreendida
entre os nucledtidos 575 e 707 da seguéncia representada na

figura 2.
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Um dos cosmideos da banca gendémica fol codificado como
codificando para o homélogo LecxD/F1bF de H. pylori e foi de
seguido submetido a uma digestdo parcial por Sau3A de forma
a efectuar um mini banco (200 sub-clones) do cosmideo no
vector pILL570 contendo os fragmentos inserideos possuindo
uma dimensdo compreendida entre 2 e 5 (kilobases). O wvector
de pILL370 foli descritoc na publicacdo de Labigne A et al
(Institut Pasteur/Elsevier Paris 1992. Res. Microbiol.
1992, 143, 15-26). O seu mapa de restricido é& fornecido na
figqura 1A. Estes 200 clones foram hibridizados com a sonda
de 130 pb e os clones gque albergavam os plasmideos pSUS39 e
PSUS207 deram wuma hibridizacdo positiva. A carta de
restrigdo linear destes dois plasmideos recombinantes
encontra-se representada na figura 1B e mostra que as duas
inserctes destes clones possuem sequéncias de sobreposicdo.
A determinacdo da seguéncia nucledtidica destas duas
insercgdes tem revelado que nenhum dos dois continha o gene
flbA na sua totalidade. O gene de flbA de H. pylori
designado deste modo derivado da sua homologia com ¢ gene

flbA de Campylobacter jejuni corresponde a uma fase aberta

de leitura de 2196 nucledétideos que codifica para uma
proteina de massa molecular calculada de 80,1 kilodaltons.
A seguéncia nucledtidica de flbA e a sequéncia de
aminoacides de FlbA sdo fornecidas na figura 2. Nao foi
detectado a montante nem a Jjusante da fase aberta de
leitura de sequéncias consensus caracteristicas de
sequéncias promotcras cu de terminagio.

A proteina F1bA apresenta semelhangas com as proteinas

F1bA de Campylobacter Jjejuni e de FlbF de Caulobacter

crescentus, ambas implicadas na mobilidade (51,7% e 40,4%
de identidade respectivamente) enguanto que estas
percentagens sdo menos elevadas com os membros da familia
proteica LcrD/FlbE que ndo se encontram implicados na

mobilidade: 32,8% de identidade com o LecrD de Yersinia,
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30,5% com MxiA de Shigella e 29,3% com InvA de Salmonella.
Uma alinhamento multiplo da seguéncia de aminocdcidos destas
proteinas com a de FlbA de H. pylori é fornecida na figura
3. As regides mais conservadas dos hombélogos da familia
LcrD/F1bFE encontram~se na parte N-terminal das proteinas.

A evolucdo filogenética das proteinas implicadas na
mekilidade (F1bA e FlbF) e a das proteinas implicadas na
regulacgdo da expressdo e/ou na secregdo das proteinas
associadas a viruléncia encontra-se representada
esguematicamente por uma arvore filogénica (figura 4). Sdo
visiveis dois ramos distintos; FlbA de H. pyleri que
pertence sem ambiguidade ao ramo correspondente @ as
proteinas de regulagdoc implicadas na biossintese dos

flagelos.

Construgdo e caracterizagido de mutantes isogénicos de H.

pylori deficientes na sintese da proteina FlbA

Um fragmento de 1600 pares de bases fol amplificado a
partiz do plasmideo pSUS39 com o) auxilio dos
oligonucledtidos OLFlbA-7 e OLF1bA-8 (tabela 1), contendo
cada um na sua extremidade 5 locais de restrigdo BamHI.
Este fragmento amplificado contém na sua regido central um
local uUnico de restrigdo pela endonuclease HindIIT e foi
clenado no vector pSUS33, um derivado de plasmideo pUCLY no
qual o local situado nc local de policlonagem HindIII foi
suprimido. Para obter pSUS33, o plasmidec pUCl9 foi
restringido por  HBindIIZI; as extremidades colantes
resultantes desta restricdo foram tratadas com a enzima de
Klenow e com o ADN T4 polimerase de forma a produzir
extremidades livres; o fragmento resultante foli novamente
ligado com a ADN T4 ligase e introduzido em E. coli DHbx
para produzir pSUS33. O plasmideo recombinante resultante

da integracdc do fragmento de 1600 pares de bases em pSUS33
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foi designado como pSUS42; foi linearizade por HindIII, as

suas extremidades foram transformadas em extremidades de

" .terminais livres e a cassette smal-canamicina proveniente

do plasmideo pILLE00 {Labigne A et al., 1988, J. BRact.,
170, 1704-1708) foi clonada neste local uGnico dando corigem
ao plasmideo pSUS42. O plasmidec pSUS42 foi de seguida
introduzido por electroporagdo na estirpe “N6” de H.
pylori. A electroporacdo fol realizada seguindo a técnica
descrita por Ferrero R. L. et al (Journal of Bacteriology,
Julho de 1892, p. 4212-4217, wvol. 174, n° 13). Os

transformantes obtidos apdés selecgdo sobre um meio

selectivo contende a canamicina (25 pg/ml) foi de seguida
caracterizado do ponto de vista do seu gendtipo e do seu
fendétipoc. A figura 5 mostra um esquema do procedimento
seguido para efectuar a construgdc de mutantes. A
caracterizacgdo do genotipo destes mutantes por amplificacédoc
génica e hibridizacio do tipe de Southern mostrou que o
genoma dos transformantes resistentes & canamicina continha
0 gene de resisténcia inserido no meic do gene flbA e
portanto gque teve lugar a substituigdo alélica por
crossing-over duplo da cédpia selvagem do gene flbA pelo
coépia inactivada de flbA-Km com perda de sequéncias
nucledtidicas do vector pSUS33. A caracterizacdo fenotipica
dos mutantes flbA de H. pylori demonstrou que eles ndo eram
néveis; além disso, a sua andlise por microscopia
electrdnica zrevelou que havia a auséncia total dos
elementos do flagelo, e a auséncia da bainha do flagelo. As
experiéncias de imunotransferéncia (Western blots)
efectuadas com os anticorpos dirigidos contra as proteinas
dos flagelos totais de H. pylori (Figura 6) mostrou a
auséncia de duas bandas peptidicas correspcndentes as sub-
unidades flagelares TFlaA e FlaB, assim como uma banda
correspondente a um polipéptido de uma massa aparente de 90

kilodaltons, proteina que foi recentemente identificada
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como proteina do gancho (ocu proteina de ancoragem) do
flagelc por O’ Toole e colaboradores (5).
C conjunto destes resultados sugere gque a proteina

FlbA de H. pylori é essencial para a biossintese de todas

as estruturas flagelares & que a activacdec do gene gue
codifica para esta proteina resulta na paragem completa da
gsintese de toda a estrutura que entra na constituigdo do
flagelo e ndo na interrupcédo da exportacéo dos

constituintes destas estruturas.

Tabela 1: Oligonucledtidos utilizados neste estudo

Cligonucled- Posigéo Cadeia Sequéncia nucledtidica
tidos

OLFbA-1 AS 151-156(LcrD}  +  ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG

OLFbA-2 AS 188-195 (LerD)) - GASATCTTCATACTGGCASCTCCAGTC

OLFIbA-7 515-534 ‘ + COGGGATCCETGGTTACTAATGGTTCTAC

OLFIbAS 20922111 - CGGGATCCTCATGGCCTCTTOAGAGACC

ITI Scrologia de H. pylori

- modelos estudados

1) HspAmalE proteina recombinante de 47,5 kD (HspA=13 kD).
Na populagdo designada como populacdoc 1 de SOros
documentados focram obtidas uma sensibilidade de 41% e uma

especificidade de 96%.

2} N6flbR - estirpe aflagelada de Helicobacter pylori foram

realizadas 3 extracgdes: -N-Octil Glucosido

-PBS

—Glicina
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3)-N6 A extraccdc com N-octil Glucédsido (NOG) parece ser
de momento a melhor estirpe selvagem correspondente.

Foi efectuada uma extracgdoc ao N-octil glucédsido.

Uma segunda populagdc de sScros foi preparada
(populagdo II). Trata-se de uma centena de sorcs bem
documentados do ponto de vista clinico, endoscépico,
histolégico, bacteriolégico e anatomopatoldgico. E graca a
esta populacgdo II que os desempenhos dos diferentes modelos
estudados foram apreciados. Foram testadas cinco populagdes

diferentes.

-5 Populagdes de soros testadas:

-300 soros de qualguer proveniéncia (FNTS)

~18 soros positivos por serclogia (WHITTAKER (CBMS)

- =92 soros bem documentados designados como soros da
populacgdo IT

-87 soros documentados do ponto de vista bacteriolégico e
anatomapatolégico, os ditcs soros da populacgao I.

- 23 soros que podem apresentar reacc¢des cruzadas:
-10 soros positivos anti-Legionella
-10 soros anti-Chlamydia positives

-3 soros anti-Campylobacter positivos

Em paralelc foram testados dois kits concorrentes gque de

acordo com cos estudos bibliogréficos apresentam desempenho.

-2 kits comerciais testados:

—-Cobas Core (ROCHE)
-Pyiori Stat (WHITTAKER)
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-Resultados

0s scros de gualquer origem (FNTS) (Figuras 8 a 11, tabkela
2) .

-300 soros foram passados nos modelos seguintes:

-Hsp A malk
~N6£1Ba-
-N6
Os estudos epidemicldgicos dao prevalé&ncias

soroldgicas em Franca, entre 20 e 25%. A repartigdo de 300
soros de doadores de sangue fol estudada e calculou-se a
prevaléncia da positividade para diferentes wvalores de
patamar, de modo a validar o wvalor do patamar previamente
definido na seroteca do CBMS (serologia WHITTAKER).

Este estudo permite comparar os diferentes testes com

a mesma prevaléncia de soro.

-0s primeiros 43 sorcs foram igualmente passadcs nos

modelcs seguintes:

-Cobas Core (ROCEE)
-Pylori Stat (WHITTAKER)
-sorologia dita JLF (teste ELISA, basesado num extracto

aquoso de varias estirpes bacterianas)

Os resultados sdo expressos numa unidade arbitrédria, e para
diferentes valores de patamar, um resultadoe positivo &
marcado como 1, um resultado negativo & marcado como 0.

Comparando estes 43 soros em relagdo aos diferentes testes

pode-se constatar que:
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~a estirpe aflagelada N6flbA e o teste Cobas Core (ROCHE)
possuem prevalénclas sorologicas comparavels da ordem de
20%.

-HspA possuil ﬁma prevaléncia sérica muito fraca (7%) o que
deixa supor uma falta de sensibilidade entrando em linha de
conta com cos resultados anteriores.

-2 serologia JLF parece muito especifica, uma vez gque a
prevaléncia sérica é& s6 de 14%, +tendo em conta os

resultados anteriores.

-0 teste Pylori Stat (Whittaker) d& uma prevaléncia
soroldgica elevada (29%) que mostraria uma falta de

especificidade, ou um valor de patamar demasiado baixo.
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Os soros positivos em serologia WHITTAKER (CBMS) (Tabela 3)

Trés soros revelaram-se positivos uhicamente com o teste
Pylori 8Stat (Whittaker). Eles ndo foram confirmédos por
nenhum outro teste.

Pode-se supor que se trata de uma falta de especificidade
deste teste. Se se tomar como referéncia o teste Cobas Core
(Roche) que é um dos melhores actualmente no mercado
podemos comparar os nossos diferentes modelos em relacdo a
Cobas Core.

- A estirpe aflagelada WN6flbA encontra-se perfeitamente
correlacionada com Cobas Core.

- Os 3 sorxros negativos Cobas Core correlacionam-se
igualmente com N6flbA-

- 0s 15 soros positives Cobas Core correlacionam-se
igualmente com NeéflbA-

-A estirpe selvagem N6 mostra os mesmos desempenhcs que a
estirpe aflagelada

-A HspA falta também sensibilidade, uma vez que 9 soros

positivos Cobas Core sdo negativos com HspA.

Os 3 soros negatives Cobas Core também o sdo com HspA.



Tabela 3

19 soros positivos do CBMS ©positivos por serclogia

WHITTAKER (Pylori Stat)
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Os soros da polulacdc IT

Foram seleccicnados 92 soros e repartem-se por 3 grupos:

-34: doentes dispépticos
diagnéstico de Ulcera (duodenal ou gastrica) por endoscopia
e histologia

presenga de Helicobacter pylori por'cultura e/ ou anapat;

fol também realizado um teste rapido a ureia.

Este grupo sera designado Hp+/U+

~-27: doentes dispépticos
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diagnéstico diferente de Glcera {(gastrite...) por
endoscopia e histologia

presenca de Hellcobacter pylori por cultura e/ou anapat;

foi também realizado um teste répido a ureia.

Este grupo seri designadoc Hp+/U-

-31: doentes dispépticos ou ndo
gastro—duodeno normal por endoscopia e histologia

auséncia de Helicobacter pylori por cultura e/ou anapat;

foi também igualmente realizade um teste ridpido a ureia.

Este grupco serd designadc Hp-

Para cada doente sdo indicadeos os dados c¢linicos,
endcscdpicos, - histolégicos, bacterioldgicos . e
anatomopatoldgicos.

Esta populacdo bem documentada permitiu definir critérios

de Sensibilidade e Especificidade.

-HpA: Nota-se sempre uma grande falta de sensibilidade como
constatado com a populacdo I. A sensibilidade é de 59% para

uma especificidade de 100.

-N6flbA-: Observa—se‘ uma sensibilidade de 100% para o
extracto de N-Octil Glucosido com uma especificidade de
90%. O comportamento & compardvel ac teste de Cobas Core da
Roche (sensibilidade de 98% para uma especificidade de
94%) .

~N6: A estirpe selvagem é exactamente comparavel a estirpe
aflagelada na populacdo II.

Nenhum dos 31 soros negativos ndo é positivo com a estirpe
seivagenu nenhuma reacgdo cruzada devido ac flagelo foi

detectada nesta pdpulagéo'II.
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Tabela 6- Soros da populagio II em relagdo & presencga de

Hp (cultura e/ ou anapat) e ilcera

Sensibilidade | Especificidade

Em relagdo ¥S=100 | 44.1% (15/34) | 100% (3131

a Hpt e HapA ralE VG50 | 52.9% (184) | 700% (3131}

, VS=20 | 84.7% (22154) | 73.8% (2531}
UD/UG

eu VE=100 | O41% (32/34) | 86.8% [3¥31)

seja NOG VE=80 | 84.1% (32/34} | 938% (2031)

34Hp+/U+ — V5=60 | 100% (34/34) | 90.3% (2&/31)

VE=100 | B2.4% (PRD4) | (2931) 93.6%

PES VS=8D | 94.1% (32/34) | 85.6% (231

VE=60 | 97.1% 3334) | 83.9% {26/37)

Séro JLF VS=0.30 | BZAW(24) | 96.5% (30/31)

Pylor Stat 94.1% (32/34) | 80.3% (28)31)

Cobas Gare 100% (34134) | 93.8% (2931)

Tabela 7- Soros da populagdo II em relagdo & presenca de

Hp (cultura e/ ou anapat.)

Sensibilidade | Especificidade
Em relacéo V=100 | 45.9% (2B/81) | 7100% (3#/31)
a Hp+ 34 Hapa malE YE=R0 | 5O% (3681 ) | 100% (31/31)
UD/UG-27 Y8=20 | B80.7% (48/81) | 73.8% {25/31)
GNU ou seja V8100 | 86.1% (B8HB1) | 96.8% {3G§33)
_ NOG VS=80 | 95.1% {58/81) | 83.6 % (25/31)
61Hp+ - VB=BO | 100% (81/81) | G0.3% (28/31)
31Hp- VS=100 | 85.3% (5281) | 23.6% {(29/31)
PBS VB=80 | 93.4% (57/81) | 23.6% (2F51}
VE=60 | 96.7% {59161) | 83.9% (2831}
S&ra JLF V=030 | TA7%{4EB1) | 55.8% (3031}
pylori Stag 0349 (B7) | 80.3 % (28'31)
Cobas Core 93.3% (6051~ : 23.6% (2811)

*30ro=VSs
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Tabela 8- Soros da populagio II em relaglio A presenca de

Hp (cultura e/ ou anapat) e auséncia de ulcera

Sensibilidade | Especificidade

Em relagdo ¥S=100 48.2% (13/27) 100% (131
HapA malk ¥8=50 86.7% (1827) 100% (3131)

a Hpt e GNU VS=20 | B5.2% (2027} | 70.8% (2a)
ou seja WE=100 96.3% (26/27} 96.8% (30/31)
NOG V=80 93.6% (28/27) 93.6% (2931

27Hp+ /U= NG VB=60 100% (27/27) 96.3% (28/31)
V8=100 86,9 (24/27) 93.6% (2537

POS V8=80 B2.6% (25/27) 85,6% (2931

V8=60 06.3% {26/97) 83.9% (26/31)

Séo JLF VE=0.30 74.1% (20/27) 96.8% (A 31

Pyloti Siat 82 6% (25/27) 80.8% (28/31)

Cobas Core 96.3% (26127} 83.6% (2951)

O local da sorologila

.

A sorologia & colocada a dois niveis:

-Sorologia muito sensivel: com o objectivo de despistar o

transporte da Dbactéria nos individuos novés gue se
queixavam de dores epigastricas. Se se verifica que a
sorélogia ¢ negativa o sujeito nd3oc serd submetido a
endéscopia nem a bidépsia e serd pesquisa de outra causa
para as suas dores.

-Sorologia especifica de risco: trata-se de evidenciar o

risco de fazer uma Iinfecgdo grave por Helicobacter
pylori, isto & uma Ulcera, um cancro, ou um linfoma
gastrico (linfoma de MALT).

-Seja utilizando wuma molécula especifica do risco em
questdo

-Seja utilizando um patamar especifico de risco

{valor de patamar mais elevado nos sujeitos em risco do

gue nos sujeitos que ndo estdo em risco).
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Esta serologia especifica pode ser utilizada para

fazer uma pesquisa da populagdc em geral

deste modo, 0s

cancros e

linfomas,

e despistar

ligados a

Helicobacter pylori gue ndc seriam despistados por falsos

sintomas.

vao consultar um gastroenterologista).

(S6 os sujeitos que se queixam de dores & que

A resposta a quest&o da sensibilidade é boa.

Tabela 9: Média e desvio padr@o das U A nos trés grupos

de doentes

Hp- (n=31) Hp+/U- Hp+/U+ (n=34)
‘ {(n=27)
Hsp A Média 10, €1 775,72 770,32
Desvio 8,81 1312,56 1666, 52
padrio .
NG6£1BA Média 17,16 © 895,50 944,85
Desvio 26,69 818,57 915,27

padrdo
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Correlacdo entre a intensidade da gastrite e o *teor em

anticorpos

A gastrite & definida por 3 parémetros:

- Atrofia (representada pelo 1° nGmero a seguir a G); a
sua intensidade é indicada de 1 a 4.

- A inflamacdo global corresponde a infiltracdo de
neutréfilos polinucleares e de monécitos (representada
pelo segundo nimero a seguir a G). A sua intensidade &
indicada de 1 a 3. -

- A actividade corresponde ao nUmero de neutréfilos
polinucleares (representada pelo 3° nimero a sequir a
G); a sua intensidade ¢é indicada de 0 a 3.

Determinadas formas foliculares sdo indicadas por F.
Normalmente pcde-se observar a correlacdo seguinte:

A actividade encontra-se muito bem correlacionada com

Helicobacter pylori.

A inflamacdo encontra-se muito bem correlacionada com

Helicobacter pylori.

Calculou-se assim em funcdo destes 3 parametros e da sua
intensidade, a2 média dos titulos cbservados em cada

grupo.

Interpretacdo dos resultados:

A utilizagdo de um teste t permitira pdr em
evidéncia uma diferenca significativa, ou ndao, entre 2
médias observadas com um risco de 5%. A hipdtese sobre a
qual & fundada o teste t & a igualdade de varidncias

colocada em evidéncia pdr um teste F (teste de Fisher).
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Determinadas varidncias n&o eram iguais nio se pedera
portanto comparar todas as médias entre elas. A
comparacédo das médias, guando issc é possivel nio permite
colocar em evidéncia diferencas significativas, ou nao

nos diferentes grupos.

~Diferenga significativa:

No grupo “inflamagdo”, entre as médias dos “27 e “3”

de HspA e de NOG.
~Diferenga ndo significativa:

Ao nivel da actividade, ndo se colocou em evidéncia
uma diferenca significativa entre os dois niveis de

intensidade:

-HspA: ndo existe diferenca
significativa entre os dois

niveis

-NOG: né&do existe diferenca
significativa entre os dois

niveis

S N =T = T N S
(]

2
3
2
3
3
1
2
2
3
3

Pode-se contudo constatar uma tendéncia de aumento dos

teores em fungdo da intensidade da gastrite:

~a0 nivel da atrofia, as médias passam para o dobro,

quando se passa do nivel 1 a0 2 e do nivel 2 a 3 para o

HspA e para o extracto de NOG da estirpe aflagelada.
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—a0 nivel da inflamagdc, as médias passam para ¢ dobro,

qgquandc se passa do nivel 1 ao 2.

C numero de efectives em cada grupo é relativamente
fraco (<30) para se poder concluir que existem diferencas

estatisticamente significativas.



40

0 0 1 74
8 g 6 £
8 6T LT Z
€T 0T 3 T
6 0 0 0
SPEPTATIOY | OBSPWETJUI | BTJOIFY oedryaedsy | +n/+dHVE
(opaped
ZT‘0 0v0T Z0GT 8010 9001 688T L0’0 080T 8687 | oTAS®Q).
9¢ ‘0 9T¢T 116 €% 0 781¢C £€12 770 LT 7002 TIPSR €
‘ S ) o (oeaped
600 e 62¢ 6070 £18 0Z8T 600 FaL LOS oTasa(d}) | ,
ze'o L28 612 cE0 5P 8 986 ze’o £6L 70g ARSI rA
— L0 (opaped
0T‘0 0G0T 8621 80’0 6% 6GL 500 8TZ 8TT OTASS(])
PE’0 GIOT 665 0£’0 116§ 8EY Sz'0 9¢z¢g TZT BTPOW 1
, (oeaped
6070 L69 6192 OTASD2(Q)
A 9.9 z8z1 BTPON 0
1e1g 3238 +0/+4dH | .
“d 9O0N| ¥ dsH| 2eas g S50ON | v dsy = 90N | ¥ dsH wy | epepTSUS3 Ul
SPEPTATIOV opOBWRTJIUT BTJOIIY

eoTI3seb etboToasty Bp orduny we ¥ " sep oeiped oTasep © BIPSHW :IT EBI=9eL




41

Os soros podem apresentar reacedes cruzadas

Foram utilizados 2 tipos de soros

20 soros (10 anti-Legionella+ e 10 anti-Chlamydia+) que

podem apresentar reacgbes cruzadas com HspaA, uma vez gue
estas 3 bactérias possuem “Heat shock proteins” numa
vizinhanca muito préxima umas das ocutras.

3 soros positivos de anti-Campylobacter com o objectivo de

evidenciar reacgdes cruzadas com a estirpe aflagelada N6
gue desapareceria com a estirpe aflagelada N6flbA-. & muito
dificil arranjar soros anti-Campylobacter positivos é por
isso gque sbé ha 3 sorocs.
HspA ndc apresenta nenhuma reaccdoc cruzada nem com os 10
soros anti~Legionella positivos nem com os 10 soros anti-
Chlamydia positivos.

Alguns destes soros possuem titulos positivos em
anticorpos anti-Helicobacter pylori tanto na estirpe

flagelada como na estirpe aflagelada, mas o contexto

ciinico destes soros ndo é conhecido.

Tabela 12: Soros que podem apresentar reaccgdes cruzadas

Legiocnella+t lTitulo | N6 V8=100 | N6E1BA- } vs=eo| HspA vs=100 l
A P2 P2 =256 0 )] 4 d 47 )
P4 PE=64 »B°8 1 fid 1 42 ¢
G P2 F3 =128 212 1 &7 1 68 0
D P2 P3=84 7 [ 12 0 i5 @
E PI=25R/P22512 | »>228 1 239 1 258 1
F FZP3P4P5 =125 | 322 1 121 1 &1 0
G P1=512/F5=1024 | =828 1 183 1 121 1
H F4 F5 =64 =978 1 479 1 b o
! P2=128/P3=B4 | 39 0 17 0 25 0
d P2=D56/P3=120 16 0 8 a 32 0
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Chlamydia+ Titulo N6 vS=100 N6£1BA VS=60 HspA vS=100

A 256 8 0 8 0 25 0

B 256 7 ¢ 34 0

) L& B4 526 i 200 i a5 4]

o} 256 367 1 225 1 18 0

E a2 008 1 855 1 18 0

F i28 >33 1 783 1 27 0

G as 115 1 66 0 15 0

H Twar 16 18 g 10 g 14 0

I a2 >308 1 592 1 >828 1

JTwar 64 s | A 281 1 44 0

Campyiobacter+ | . | N6 | vs=t00 | NeflBA- | vS=80 | HepA | VS=100

A 35 0 28 Q 17 0

B 13 0 4 0 27 0

G 50 ] 8 A ac 4]
Conclusdo
HspA malE

Esta molécula - ndo pode ser  sempre utilizada
isoladamente, uma vez dque lhe falta também sensibilidade,
mas poderd ser interessante sei se asgsociar a outras
moléculas. g ; N _-

De qualquer manéifagéla,apresenta um risco de reacgdes

cuzadas devido & importante. conservacdo das suas “Heat

shock proteins” entre as diferentes espécies bacterianas.

N6f1bA-

Esta variante  aflagelada parece ser muito
interessante, a sensibilidade e a especificidade obtidas
com a populagdo II de soros mostra um comportamento muito

interessante.
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NG

De mocmento a estirpe flagelada parece interessants. No
entanto, as reacgdes cruzadas relativas ao flagelo foram
pouco estudadas devido & dificuldade de arranjar scros bem

documentados em serclogia Campylobacter.

Teste JLF

Foi desenvelvido um teste sorcldgico baseade na
extracgdo aquosa com  (PBS) de varias estirpes de

Helicobacter pylori. Este teste parece ter um desempenho

muitec bom.

Um extracto NOG da variante aflagelada foi utilizado
para testar a populagéo I de soros.

87 soros documentados apenas sob o ponto de vista
bactericldégico e anatomopatoldgicc foram testados com o
extracto bacteriano aflagelado.

Um soro é positivo se a cultura for positiva, ou se o
anapat. e o teste rédpido da ureia sdc positivos.

Um soro € negativo se os 3 testes (cultura, anapat. e
o teste rapido da ureia) s&o negativos.

Encontra-se uma sensibilidade de 90,3% (28/31) para
uma especificidade de 71,4% (40/56).

Em 16 soros falsos positivos num primeiro testes, 9
sdo positivos tanto por seroclogia JLF, como por Wester
Blot JLF, tanto comoc pelos dois.

Nos 3 soros falscs negativos num primeirc teste, os
trés séo .negativos tanto por serologia JLF, como por

Western Blot JLEF e um soro & negativo com os dois sistemas.
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Tabela 13. 87 sores da populagidc I testados com ¢ extracto

de N-Octil Glucosido da estirpe aflagelada
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Tabela 14.
de N-Octil Glucosido da estirpe aflagelada
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87 soros da populagdo I testados com o extracto

Gama

Placas revestidas com
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Técnica

2 pg/ml em antigénio Hsp A

3 ug/ml em extracto NOG de
NflbA e N6

5 pontes da gama controlo
negativo

controlo positivo utilizado



Soro dos doentes

Incubacgdo;
3 lavagens
Conjugado monoclonal

(IgG toxo) utilizado em

Volume depositado

com 4 diluicgdes

Diluic&o de 1/100

Volume depositade 1C0 pl
1 hora a 37°C

1/32000 para HspA
1/64000 para Ne6flbA-
1/56000 para N6

100 pl

-Incubacgdoc do conjugado durante 1 hora a 37°C

-4 lavagens

-Revelacdo de reaccgdo enzimdtica com o substracto

durante 30 minutos na obscuridade

-Paragem da reaccgdo enzimédtica por H,S0,

-Teitura das D. O a 492 nm/620 nm.

Conversdo das D. O em unidades arbitrarias (UA).
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Tabela 17: Populagdoc documentada da populagidc I 55 soros de
Hp-42 soros Hp+

Sensibilidade Especificidade
Soro JLF 85,7% (36/42) 70,9% (39/55)
NCG 60 97,8% (41/42) 61,8% (34/55)
Protocolos de extracgdo a partir da estirpe aflagelada
N6eflba-.
Quantidade fornecida 800 mg de bactérias recclhidas

com PBS centrifugadas

3 extracgdes testadas.

Extraccdes da estirpe aflagelada

Extracgdo com | Extracgdo com |Extraccgdc com
Glicina N-octil PRS
_ glucosido
Recuperacgdo PBS PBS 0,01 M PBS pH 7,4
Lavagem 2 vezes em PBS |2 vezes em PBS
8000 rpm/12 | 8000 rpm/12
min min
Extraccéo Tampdo glicina | PBS contendo: Colocagdo em
dcido C,2 M pH 1% N-octil | vortex
2,2 15 min. Tp | glucosido PH | durante 1
ambiente, 7,2 mim.
agitagdo suave | (Sigma
100 mg (peso | Chemical Co.)
himido) para | 20 min Tp
2,5 ml ambiente
Centrifugacdo 11000 ¢ 23500 g 5000 g
. 15 min. 20 min. 10 min.
Neutraiizacgédo NaOH 1 M
Didlise PBS pH 7,2 24 |PBS pH 7,2 PBRS pH 7,2
h a +4°C |24 h a +4°C {24 h a +4°C
limite de | valor de corte |valor de corte
corte 10000 10000 10000
Conservagdo Determinacgdo Eliminagdo das | Determinacgdo
da particulas da
concentracdo. insoliveis concentracio.

Conservacgio a
-20°C

conservagdo a
-20°C

Conservagdo a
-20°C
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SDS PAGE dos Diferentes Extractos da Estirpe Aflagelada N6

FLBA-
N° Pogos Tipo de | Concentra- | Volume da | Volume
amostra gdo ug/ml amostra depositado
/Volume de
tampéao
1 Padrdo PM 5+5/19C 10
2 Extracto 202,9 60/60 60
de glicina
3
4 Extracto 874 51/39 60
de N-octil
glucosido
5
6 Extracto 539,2 60/20 60
de PBS 1
7
8 Extracto 77,9 60/20 60
de PBS 2
9
10 Padrdo PM 5+5/190 10
11 Residuo do 2778, 20/20 20
extracto
de glicina
12
13 Residuo do 972,9 40/40 60
extracto
de
glucosido
14
15 Extracto 309, 3 60/20 60

de glicina
sedimen-—

tado




(continuagdo)}
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codpio

N° Pogos Tipo de | Concentra- | Volume da | Volume
amostra gdo pg/ml amostra depositado

/Volume de
tampao

16

17 HepA Mal E 3000 20/20 20

18

19

20 Caleidos- 20
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Reivindicagdes

1. Uso para a detec¢do in vitro de uma infecgdo por H.
pylori numa amostra de fluido bioldégico retirado de um
doente, de uma estirpe bacteriana recombinante de

Helicobacter pylori que possul um fendtipo aflagelado gue

resulta de uma mutacdo por substituigdo, adigdo e/ou
supressdo de bases ou de um fragmento nucledtidico na
sequéncia nucledtida do gene flbA que participa na
regulacdo da biossintese das proteinas dos flagelos de H.
pylori, hibridizando a dita sequéncia nucledtidica do gene
flbA scb condig¢des severas com uma amostra que corresponde
a um fragmento nucledtidos de H. pyleri amplificado

utilizando os deis oligonucledtidos degeneradcs seguintes:

OLF1bA-1: ATGCCTCGAGGTCGARAGCARAGATG e OLF1bA-2:
GARATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, e em que a dita mutagdoc é tal
que ou o genc flbA deixa de ser expresso na dita estirpe
bacteriana recombinante, ou o gene flbA ndo permite a

sintese dos flagelos de H. Pylori.

2. Uso de acordoc com a reivindicagdo 1, em que a estirpe
bacteriana recombinante ¢é caracterizada por o fendtipo
aflagelado resultar da mutag¢do na sequéncia nucleotidica do
gene flbA, em gue a seqguéncia ndo mutada corresponde &
seguinte cadeia nucleotidica ou codifica para a proteina

gue corresponde a sequéncia de amincécidos seguinte:
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caracterizadas por

recombinantes

Estirpes bacterianas

4,

adigédo e/ou

por substituicdo,

serem c¢btidas por mutacgdo,



supressdo de bases de um fragmento nucledtidico na
seqguéncia nucleotidica do gene flbA gque participa na
regulagdo da biossintese das proteinas dos flagelos de H.
pylori, hibridizando a dita sequéncia em condi¢des severas
com uma sonda correspondente a um fragmento de nucledtidos
de H. pylori amplificado utilizando dois oligonucledtidos

degenerados:

OLF1bA-1: ATGCCTCGAGGTCGAARGCAAGATG e OLFlbA-2:
GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, e em qgue a dita mutagdo é tal
gue ou o gene flbA deixa de ser expressc na dita estirpe
bacteriana recombinante, ou o gene flbA ndo permite a

sintese dos flagelcs de H. Pylori, sendo a dita mutacgéo

efectuada na estirpe N6 depcsitada no NCIMB a 26 de Junho
de 1992 com o numero NCIMB 40512.

5. Estirpe Dbacteriana recombinante de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizada por ser a estirpe N6flbA-,
depositada na NCIMB a 30 de Junho de 1852 com o NCIMB
40747,

6. Uso de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 3
em gue a estirpe bacteriana & caracterizada por ser também
mutada de modo a produzir uma urease atenuada, ou mesmc até
deixar de produzir urease, consistinde a mutagdo, por
exemplo, numa mutag¢do da sequéncia nucleotidica de um ou

varios genes escolhidos a partir dos genes uredA, ureB,

ureC, ureD, ureE, urel, ureG, ureH ou urel.

7. Estirpe bacteriana recombinante de acordo com a
reivindicacdo 4 ou 5, caracterizada por ser também mutada
de modo a produzir uma urease atenuada, ou mesmo até deixar
de produzir urease, consistindo a mutag¢do, por exemplo,

numa mutacdc da sequéncia nucleotidica de um ou varios



genes escolhidos a partir dos genes urelA, ureB, ureC, ureD,

urek, urel, ureG, ureH ou urel.

8. Uso para a deteccdo in vitrc de uma infecgdoc por H.
pylori numa amostra de fluido biolégico retirado de um
doente de um extracto bacteriano caracterizado pcr ser um
extracto de uma estirpe bacteriana definida de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 ou 6.

89, Uso de acordc com a reivindicacdo 8 de um extracto
bacteriano sende o ditc extracto caracterizado por ser

cbtido apds uma extracgdo com N-Octil Glucosido.

10. Usc de acordo com a reivindicacdoc 8 de um extracto
bacteriano sendo o dito extracto caracterizado por ser

obtido apds uma extracg¢do com PBS ou com glicina.

11. Extracto bacteriano, caracterizado por ser um extracto
de estirpes bacterianas de acordo com qualgquer uma das

reivindicacgdes 4 ou 5.

12. Extracto bacteriano de acordoe com a reivindicacgdo 11,
caracterizado por ser obtido apds uma extracgdo com N-Octil

glucosido.

13. Extracto bacterianc de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado por ser obtido apds uma extracgdo com PBS ou

com glicina.

14. Método para a detecgdoc in vitro de uma infeccdo com H.
pylori numa amostra de um fluido biolégico retiradec de um
doente, em particular numa amostra de soro, compreendendo

©S passos gue consistem em:



-colocar a amostra testada em contacto com a estirpe
bacteriana definida de acordo «com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6, ou com um extracto bacteriano
definido em qualquer uma das reivindicacgdes 8 a 10,

- deteccdc de uma imunoreacgdc entre a dita estirpe

bacteriana e anti-corpeos dirigidos contra H. pylori

presentes na amostra testada.

15. Uso para obter anticorpos contra H. pylori de uma
estirpe bacteriana definida de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 6, ou de um extracto bacteriano definido

de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 8 a 10.

16. Uso de acordo com a reivindicagdo 15, para a preparacao
de uma composicdc para vacina para obter anticorpes gque

protegem contra uma infecc¢do por H. pylori.

17. Soro policlonal dirigido contra uma estirpe de H.
pylori de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4 ou

5.

18. Uso para a detecgdo in vitro de uma infecgdoc por H.
pylori numa amostra biolégica de uma composicgdo
compreendendo como principio active um soro policlonal
obtido contra uma estirpe de H. pylori que possul um
fendétipo aflagelado definido de acordo com gualguer uma das

reivindicagdes 1 a 6.

19. Kit para o diagndéstico de anticcrpos de doentes

infectades com H. pylori, compreendendo uma estirpe

bacteriana definida de accrdo com qualquer wuma das
reivindicacgdes 1 a 6, ou um extracto bacteriano definido de

acordo com gqualguer uma das reivindicagdes 8 a 10, e



reagentes necessdrios para demonstrar uma reacgdo do tipo

antigénio/anticorpo.

Lisboa, 27 de Janeiro de 2009
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DELVRVRRALYLDLGVPFPGIHLRFNEGMGEGEYIISLOEVPVARGELKAGYLLVRESVS
QLAERLRSQFFIDYGVRLPEVLLRDGEGLDDNSIVLLINEIRVEQFTVYFD - - LMRVVNY
GLIERIRSQFFIDYGVRLPTILYRTSNELKVDDIVLLINEVRADSFNIYFDKVCITDENG
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VNKEIEGIPTKEPAF- - GMDALWIETKNKEEAI IQGYTI IDPSTVIATHTSELVKKYAED
ITEEIEGIATKEPAF - - NSDALWIDANLRDEATLNGY IVIDPASVISTHMSELI KAHASE
GOVELPGEHVREPAF - - GLPATWIADDLREEATFRGYTVVDPATVLTTHLTEILKENMAD
OLELLGIPYEKGEHLLPDQEAFWVSVEYEERLEKSOLEFFSHSQVLTWHLSHVLREYAED
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FITKDEVKSLLERLAKDYPTIVEESK-KI - PTGAIRSVLOALLHEKI PIKDMLTILETIT
LLTROEVONLLDKVKNDYPIIVEGAL-GVAPVSLIQKILKDLLKHHIPIKDMLTILESVS
LLSYAEVQOKLLKELPETQKKLVDDLIPGTVTATTVORVLOSLLRERVSIRDLPQILEGVG
FIGIQETRYLLEQMEGGYGELIKEVQR-IVPLORMTEILORLVGEDISIRNMRSILEAMV
YFGIQETKHMLDQLEAKFPDLLKEVLRH-ATVORISEVLORLLSERVSVRNMKL IMEALA
1FGIQETKNMLDQFENRY PDLLKEVFRHV- TIQRISEVLORLLGENI SVRNLKLIMESLA
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FIG. 13 (A)
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Tipo de Extracto

DO a 760 nm

Concentragédo em

Hg/ml
Glicina 0,279 202,86
(apbs

centrifugagdo a 15
min. a 3000 qg)

N-Octil Glucosido 0,243 873,99
Sobrenadante 1 0,361 539,2
(apés 1* lavagem

com PBS)
Sobrenadante 2 77,875

(apds 2% lavagem
com PBS)

0,218

Tipo de Extracto

DO a 760 nm

Concentragio em

pg/ml
Residuo de Glicina 0,098 2%87,5
(apds
centrifugag¢do a 15
min. a 3000 g)
Residuo de Glicina 0,083 2778,7
(apds extracgido)
Residuo de N-Octil 0,275 972,0

Glucosido
(apds extraccgdo)

Figura 13B
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