Caracterizacao de fatores de viruléncia presentes
em isolados de Escherichia coli provenientes da
regiao Sul do Brasil
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RESUMO

Foram analisados neste trabalho 42 isolados de Escherichia coli origindrios de 15 granjas de suinos da regido
Sul do Brasil. Os isolados foram obtidos a partir de fezes de suinos com suspeita de colibacilose. As amostras foram
caracterizadas quanto a presenca de fatores de viruléncia (FVs) pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
consistiu na deteccdo das fimbrias F4, F5, F6, F18 e F41 e das toxinas Stb, Stal Stx2e e LT. Dos 42 isolados,
somente 15 foram confirmados como portadores dos FVs estudados, sendo que as toxinas mais fregiientemente
encontradas foram Stb seguida da StaP Nos isolados portadores de toxinas foram encontradas as fimbrias F18, F4
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e F5, e 4 isolados toxigénicos ndo apresentaram as fimbrias analisadas. A utilizacdo da PCR para deteccdo de
toxinas e fimbrias demonstrou ser um teste prdtico no diagnéstico da colibacilose.
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ABSTRACT

Forty two Escherichia coli isolates from 15 swine farms localized in Southern Brazil were analyzed in
this study. The bacterias were isolated from stool of pigs with suspicion of colibacillosis. The samples were
characterized by Polymerase Chain Reaction (PCR) for the presence of wvirulence factors consisted by
fimbrial adhesin F4, F5, F6, F18, F41 and enterotoxins Stb, Stal} Stx2e, LT. Only 15 of 42 isolates were
confirmed as carriers of studied virulence factors. The most frequent toxin found in these samples were Stb
followed by StaP The fimbrial adhesins F18, F4 e F5 were found in isolates that carry toxin, but studied
fimbrial genes were not detected in 4 toxigenic isolates. The use of PCR to detect toxins and fimbrial
adhesins showed to be a practical test on the diagnostic of colibacillosis.

Keywords: Escherichia coli, ETEC, PCR, colibacillosis, virulence factors.

INTRODUGCAO

A Escherichia coli é uma bactéria anaerdbia
facultativa predominante na microbiota normal
de animais homeotérmicos. Algumas cepas pro-
duzem fatores de viruléncia (fimbrias e toxinas)
capazes de causar doencas entéricas em seus hos-
pedeiros (NATARO e KAPER, 1998). Segundo
Saldarriaga et al. (2000) as fimbrias permitem
que as bactérias se liguem as vilosidades intes-
tinais e as toxinas estimulam o enterécito a bom-
bear liquido no limen, aumentando a
motilidade intestinal e induzindo a diarréia
secretora com perda excessiva de fluidos e
eletrolitos.

Na suinocultura industrial é muito utilizado
o sistema de produgio que separa os animais nas
etapas de maternidade, creche e crescimento-
terminagdo. As cepas de E. coli produtoras de
toxinas (ETEC — Enterotoxigenic E. coli) estdo

diretamente relacionadas ao desenvolvimento
da colibacilose em suinos nas fases pré-desma-
me (maternidade) e pds-desmame (creche,
crescimento-terminagio), sendo economica-
mente uma das mais importantes doencas na
indastria de sufnos (SMITH e LINGOOD,
1971; MOON, 1978; ALEXANDER, 1994;
BERBEROV et al., 2004; ZHANG et al., 2006).

Na colibacilose neonatal (pré-desmame), os
leitdes podem adquirir os agentes patogénicos
pelo contato direto com o meio ambiente e mais
comumente da prépria mée através do contato
de suas fezes. Reconhece-se que a maioria das
porcas é portadora assintoméatica de cepas
patogénicas de E. coli em seu intestino.

A colibacilose pos-desmame pode se mani-
festar sob a forma da colibacilose da terceira se-
mana e a doenca do edema. A primeira ocorre
em leitdes com 5 - 25 dias de idade, que é um
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periodo critico e de grande susceptibilidade, pois
além de deixarem a companhia materna, ocorre
a substitui¢do do leite para alimentacdo exclu-
siva de ragdo. A doenca do edema por sua vez,
caracteriza-se pela ocorréncia de sinais de
disfungio neuroldgica, mortes sdbitas e desen-
volvimento de edemas, afetando principalmen-
te leitdes entre 4 a 15 dias apds o desmame, po-
dendo ocorrer em alguns casos em animais de
mais de 60 dias (HOLLAND, 1990; LUDKE e
LUDKE, 2003).

As fimbrias de adesfio encontradas com maior
freqiiéncia em ETEC de origem suina sio F4 (K88),
F5 (K99), F6 (987P), F18 (F107) e F41 (WILSON
e FRANCIS, 1986; OJENIYI et al.,, 1994;
BERTSCHINGER e FAIRBROTHER, 1999;
NAGY e FEKETE, 1999) e podem possuir genes
codificadores para toxinas denominadas termo-labeis
(LT), termo-estaveis (Sta, Stb) e toxina do tipo Shiga
(Stx2e) (MOON et al., 1986; POLLARD et al.,
1990; DEAN-NYSTROM et al., 1997; NATARO
e KAPER, 1998; BERTSCHINGER e
FAIRBROTHER, 1999; NAGY e FEKETE, 1999;
CHOQOI et al., 2001). A partir da aderéncia, essas
bactérias colonizam a superficie celular e secretam
as toxinas envolvidas no processo de diarréia.

Atualmente, o diagnéstico de colibacilose é ba-
seado em sinais clinicos e no isolamento bacteriano
a partir de amostras de fezes com diarréia
(BARCELLOS et al., 1980; MACEDO et al.,
2007). Nestes casos, o isolamento da E. coli em
altas concentracoes é utilizado como um forte
indicativo de que estes estejam relacionados com
ETEC, permitindo um diagndstico diferencial das
cepas comensais encontradas na microbiota intes-
tinal. Além deste parAmetro, diversos estudos uti-
lizam a atividade hemolitica em 4gar sangue como
método de triagem de E. coli patogénicas

(LUDWIG e GOEBEL, 1997; BRITO et al., 1999;
KUHNERT et al., 2000).

A detec¢io dos FVs é o teste definitivo para
diferenciar os isolados E. coli patogénicas das co-
mensais, e tem contado com métodos de diagnosti-
co fenotipicos ou moleculares. Apesar disto, a utili-
zagdo destas técnicas nio é uma pratica rotineira
nas agroindustrias do pafs. O uso de tecnologias
baseadas na técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para identificar genes de fatores
viruléncia ja é bem descrito e tem sido recomenda-
do por virios autores para confirmacio de isolados
relacionados com ETEC (FRANKLIN et al., 1996;
BOSWORTH e CASEY, 1997, KWON etal., 1999;
OSEK, 2002; VIDAL et al., 2004; OLASZ et al.,
2005; WEST et al., 2007; MACEDO et al., 2007).

Com base na coleta de 42 amostras provenien-
tes de 15 propriedades localizadas nos Estados do
Parand (PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande
do Sul (RS), este trabalho procurou caracterizar
cepas de E. coli com fatores de viruléncia, isoladas
de sufnos com diarréia previamente diagnostica-
dos com colibacilose. A técnica de PCR multiplex
foi aplicada como teste confirmatério para
detec¢io de ETEC, utilizando primers especificos
para os genes de fimbrias e toxinas (OJENIYT et
al., 1994; STACY-PHIPPS et al., 1995; BLANCO
et al., 1997; OSEK et al.,1999). Também foram
comparadas as relacdes entre a idade dos animais
e presenca dos genes de toxina, e a idade dos ani-
mais infectados e presenca dos genes de fimbrias.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidos 42 isolados de campo a partir
de amostras de fezes de suinos, no periodo de
marco a agosto de 2006, coletadas em granjas com

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - 2007



suspeitas de colibacilose de 15 propriedades lo-
calizadas na regifo Sul do Brasil (RS, SC e PR)
incluindo 7 casos na fase de maternidade, 28 ca-
sos de creche e 7 casos na fase de terminagfo.

Cepas de referéncia: As quatro amostras de
referéncia, 2568 (Stb, Stal F18 e Stx2e), 2569
(Stb, LT e F4), 2570 (987P e StaP) e 2571 (Stak,
F5 e F41), foram gentilmente cedidas pelo la-
boratério de Patologia da empresa Perdigdo
Agroindustrial (Videira - SC) e utilizados como
controles positivos para a técnica de PCR.

Procedimentos
Microbildgicos

Isolamento bacteriano: Para a obtencio de co-
|6nias isoladas, cada amostra foi semeada em meio
de cultura contendo Agar Sangue ou MacConckey
incubada a 37°C durante 24h. Coldnias com ca-
racteristicas sugestivas de E. coli foram repicadas
por esgotamento, e posteriormente identificadas
por provas bioquimicas (OLIVEIRA, 2000).

Atividade hemolitica: amostras de E. coli fo-
ram inicialmente semeadas em meio 4gar san-
gue (enriquecida com 5% de sangue carneiro
desfibrinado) a 37°C por 18h e a atividade
hemolitica foi determinada visualmente. Foram
consideradas positivas as amostras capazes de
induzir halo de hemdlise.

Procedimentos
Moleculares

Os procedimentos moleculares foram reali-
zados conforme as instrugdes do fabricante. A

extragdo do DNA foi realizado utilizando os kits
para NewGene Prep e NewGene Preamp, e a
amplificagio de DNA utilizando o kits NewGene
Amp fornecidos pela Simbios Biotecnologia,
descritos resumidamente abaixo:

Extracdo de DNA: Uma suspensio
bacteriana de 100 uL foi adicionado em 400
uL da solucio NewGeneprep e incubado a 60°C
por 10 min. Apés centrifugacdo (10.000 x g, 1
min.), o sobrenadante foi transferido num tubo
contendo 20 uL de uma suspenséo de silica (for-
necido no kit NewGene Preamp). Apds agita-
cio e centrifugacdo (10 000 x g, 1 min.), o pellet
foi lavado 2 vezes com 150 uL solucio de lava-
gem A (5 M tiocianato de guanidina, 0.1 M
Tris-HCI [pH 6.4]), 2 vezes com solugdo de
lavagem B (etanol 80%) e 1 vez com solucio
de lavagem C (etanol 96%). Apds a secagem
da silica o DNA foi separado com 50 uL solu-
cio de eluicio (10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1
mM EDTA).

Deteccdo dos fatores de wiruléncia: O kit
NewGene Amp consiste de um PCR multiplex,
onde 2 uL do DNA extraido é adicionado em
28 puL de uma mistura pronta dos reagentes de
amplificagdo. Os genes dos 9 fatores de virulén-
cia foram amplificados em 3 reag¢oes multiplex
distintas (Multiplex1, Multiplex2 e Multiplex3)
no termociclador Applied Biosystems 9700, e o
programa de amplificacio consistiu de uma eta-
pa de desnaturagdo de 3 minutos a 95°C, e 45
ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.
Os produtos de detecgio foram avaliados em gel
de poliacrilamida (10%) corados com nitrato de
prata (SANGUINETTI et al., 1994). A Tabela
1 apresenta os primers utilizados neste estudo
para detecgio dos genes que codificam as toxi-
nas Stal} Stb, STx2e, LT e das fimbrias de ade-
sao F4, F5, Fo, F18 e F41.
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Tabela 1 - Descricao do Multiplex 1, 2 e 3 quanto a composicao dos fatores de viruléncia (FV), seqliéncia dos
primers e tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon).

PCR FV SEQUENCIA Amplicon (pb)
Primers
Stb 5'- TGC CTA TGC ATC TACACA AT -3 113
5'- CTCCAG CAG TACCATCTCTA -3/
Multiplex 1 5 - TGG TAA CGT ATCAGC AACTA -3’

F18 313
5" - ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG - 3’

5" - CAA CTG AAT CAC TTG ACT CTT - 3'
StaP 158
5’ - TTA ATA ACA TCC AGC ACA GG -3’
5" - GGC GTT ACT ATC CTC TCT AT - 3’
5" - TGG TCT CGG TCA GAT ATG T - 3’

Multiplex 2 - Y
CMPAMp F41 5" - AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG -3 612

Stb, F18, StaP

LT 272

LT, F41, Stx2e 5’ - CCA CTA TAA GAG GTT GAAGC - 3'
STx2e 5’ - AAT AGT ATA CGG ACA GCG AT -3 733
5’ - TCT GAC ATT CTG GTT GAC TC - 3’
F6 5 - GTAACT CCACCGTITGTATC -3 409
5’ - AAG TTA CTG CCA GTC TAT GC - 3’
Multiplex 3

CMPAmMp F4 5 - GTATCT GTC CGA GAATAT CA - 3’ 499

F6, F4, F5 5" - GTT GGT ACA GGT CTT AAT GG - 3'
F5 5" - AAT ACT TGT TCA GGG AGA AA -3 230
5" - AAC TTT GTG GTT AAC TTC CT - 3’

e Santa Catarina, pode ser considerada como a

mais tecnificada da América do Sul, atingindo bons
indices de produtividade (ABIPECS, 2006). Uma

Analise Estatistica

A analise estatistica foi feita através das rela-

coes entre (i) idade dos animais e presenca dos
genes de toxina, (ii) idade dos animais infectados
e presenca dos genes de fimbrias, e posteriormente
comparadas pelo teste t de Student.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

A suinocultura da regido Sul do Brasil, com-
posta pelos Estados do Paran, Rio Grande do Sul

das principais causas de perdas econdmicas na pro-
dugio comercial de suinos, consiste na ocorréncia
de diarréia em leitoes na fase de creche, causando
reducio no desempenho de crescimento e morta-
lidade (CUNHA et al., 2007). Geralmente, a in-
feccio apresenta evolugio aguda e sintomas ca-
racterizados por diarréia severa, desidratacio e al-
gumas vezes morte (SOJKA, 1971).

No presente trabalho, o procedimento
molecular adotado para detecc¢ao dos FVs, mos-
trou ser de fécil execugio e interpretacio. A
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Figura 1 apresenta um exemplo dos resultados
laboratoriais obtidos com a amplificacio do
multiplex PCR-1. No gel de poliacrilamida po-
demos avaliar amostras como a cepa de referén-

cia 2568, que apresenta as toxinas StaP, Stb e a
fimbria F18, e os isolados (canaletas 3-8) com os
diferentes padroes encontrados. Resultados se-
melhantes foram obtidos com os multiplex 2 e 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

!—._.. - F18

—

:—_-—_ b - StaP
N — — — = -Stb

caw

Figura 1 - Multiplex PCR-1 avaliado em gel de eletroforese em poliacrilamida. Os produtos de amplificacao
referem-se aos alvos Stb (113 bp), StaP (158 bp) e F18 (313 bp). As amostras estao distribuidas
da seguinte forma: canaleta 1 com marcador de peso molecular 50 bp, canaleta 2 com o controle
positivo 2568, canaletas 3 — 8 isolados de campo e canaleta 9, controle negativo.

Sao poucos os estudos brasileiros sobre a
prevaléncia e importancia de diferentes cepas
patogénicas de E. coli. Fregiientemente o diag-
noéstico de colibacilose é realizado somente pelo
isolamento bacteriano, sem nenhuma caracteri-
zagao dos fatores de viruléncia (Baccaro et al.,
1999; Baccaro et al., 2000; Calderaro et al., 2001).

A analise dos 42 isolados de E. coli deste tra-
balho demonstrou a presenca de toxinas em 15
amostras (Tabela 2), confirmando que estes es-
tavam relacionados com ETEC. Foram encon-
trados isolados com 1 a 3 toxinas. Respectiva-
mente, 3 isolados com apenas 1 toxina, 8 isola-
dos com 2 e os 4 restantes com 3 (Tabela 3). As
toxinas mais freqiientemente encontradas foram
Stb (14/15) e StaP (10/15), e em menor freqiién-
cia Stx2e (4/15) e LT (3/15).

Na anailise do perfil dos suinos deste estudo
nio se observou diferengas significativas entre
a idade média dos animais infectados por iso-
lados com (47,5 = 40,1 dias) e sem toxinas
(44,7 = 38,1 dias). Na anailise por etapa de
produc¢do, nao foram encontradas toxinas nos
7 isolados da maternidade. Entre os isolados
dos animais de terminacio (7), detectou-se 2
isolados com toxinas, ambas com a toxina StaP
e uma destas com Stb. A maioria dos isolados
relacionados com ETEC foram encontrados na
fase de creche (13/28). Calderaro et al. (2001)
observaram nos dados coletados de sistemas de
produ¢do em Sido Paulo uma freqiéncia de
animais positivos para ETEC semelhante a des-
te estudo, através da ocorréncia das toxinas
Sta, Stb, e LT, respectivamente em 25,7% (18/
70), 21,5% (15/70) e 7,1% (5/70) dos isolados.
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Apesar da casuistica de Calderaro (2001) ser
maior que a deste trabalho, ele ndo detectou a
verotoxina Stx2e, encontrada em 4 casos aqui
descritos. Recentemente Macédo et al. (2007)
também obtiveram uma freqiiéncia semelhan-
te em relac@o a producio de verotoxinas, onde
21,4% dos isolados foram positivos para StxZe.

Costa et al. (2006) e Macédo et al. (2007) tam-
bém observaram com maior prevaléncia os genes
das toxinas Stb, presentes em 50% e 40,5% dos
isolados, seguidos de Sta (35%) e StaP (33,3%)
respectivamente. Resultados semelhantes para

a prevaléncia das toxinas foram obtidos por
Moon et al. (2004).

Tabela 2 - Caracterizacéo dos fatores de viruléncia (toxinas e fimbrias) de Escherichia coli em 42 isolados a
partir de amostras de fezes com diarréia em diferentes etapas de producao de suinos.

Etapa E. coli Toxina Fimbria
Maternidade 7 0 0
Creche 28 13 11
Terminagao 7 2 0
Total 42 15 11
Na andlise das fimbrias, ndo foram detecta- investigadas, como também os 2 isolados

das F6 e F41 em nenhum dos isolados deste es-
tudo (Tabela 3). Considerando as amostras po-
sitivas para as fimbrias foram encontradas F18,
F4 e F5 em 11 isolados (todos na creche), res-
pectivamente nas proporcdes de 7/15, 3/15 e 1/
15. Em todos estes casos, foram detectados ape-
nas uma fimbria por isolado. Costa et al. (2006)
obtiveram resultados semelhantes aos deste es-
tudo, onde os genes de fimbrias com maior
prevaléncia foram F18, com 27,5%, seguido por
F4 e F5 com 22,5%. Moon et al. (2004) também
encontraram a fimbria F4 em maior freqiiéncia,
seguida pela F18. Entretanto, Macédo et al.
(2007), em estudo realizado no Estado de Mi-
nas Gerais encontraram resultados que diferem
de nossos achados, onde as fimbrias F5, F18, F6,
F4 e F41 apresentaram respectivamente as fre-
qiiéncias de 33,3%, 19,0%, 14,3%, 14,3% ¢ 9,5%
dos isolados.

Nos isolados com toxinas na idade de creche
(13), dois ndo apresentaram as fimbrias

toxigénicos de terminacdo. Quando as médias
das idades dos animais infectados isolados
toxigénicos com fimbrias (31,2 = 3,4 dias) fo-
ram comparadas com isolados sem fimbrias (50,8
+ 43,6 dias), estas apresentaram diferenca es-
tatisticamente significativa (P<0.018). Nestes
casos as fimbrias de adesdo estavam presentes
em 84,6% dos isolados toxigénicos presentes nos
animais da fase de creche, onde concentram-se
a maior parte de nossas amotras. Esta é uma fase
extremamente delicada para a suinocultura de-
vido aos virios fatores estressantes que ocorrem
simultaneamente por ocasiio do desmame, prin-
cipalmente relacionados com a separacdo dos
leitdes da matriz, mudanca de ambiente e mu-
danca brusca na alimentacio. Conseqiientemen-
te, alguns problemas sanitarios como diarréia pds-
desmame e doenca do edema podem surgir, oca-
sionando perdas econOmicas pela elevacio da
taxa de mortalidade e pela redugdo no ganho
de peso dos leitdes (McALLISTER et al., 1979;
SANTOS et al., 2003).
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Tabela 3 - Caracterizagdo do nimero de isolados quanto a presenca de fimbrias e toxinas de E. coli.

Enterotoxinas

Fimbrias
Stb StaP Stb+StaP Stb+LT Stb+Stx2e+StaP
F18 3 4
F4 3
F5 1
F- 2 1 1

Apesar de a literatura sugerir que a presen-
ca de atividade hemolitica em cepas de E. coli
¢ um indicativo da presenca de fatores de vi-
ruléncia (LUDWIG & GOEBEL, 1997; BRITO
et al., 1999; KUHNERT et al., 2000), os dados
deste trabalho demonstram que este parAmetro
nio é um teste confirmatorio eficiente. Todas
as amostras deste estudo (42) apresentaram ati-
vidade hemolitica e foram confirmados somen-
te 15 casos como portadoras dos FVs mais im-
portantes. Este estudo corrobora os dados de
Macédo et al. (2007) que sugere que utiliza-
cdo da caracteristica hemolitica ndo ¢é
satisfatoria para se identificar amostras
diarreicogénicas de E. coli.

No presente trabalho, foi realizada uma anéli-
se retrospectiva a partir de isolados de fezes de
sufnos com diarréia obtidas em granjas comerci-
ais localizadas no Sul do Brasil. Todas as amos-
tras apresentaram um forte indicativo de esta-
rem relacionadas com colibacilose (presenga de
altas concentracdes de E. coli hemoliticas em fe-
zes com diarréia), e em todos estes casos, os ani-
mais foram tratados com antibidticos. Porém, os
testes moleculares realizados confirmaram somen-
te um pequeno ndmero de casos (15/42), indi-
cando que parte dos lotes tratados pode ndo es-
tar relacionada com ETEC. Apesar do presente

trabalho ter pesquisado as toxinas e fimbrias mais
importantes descritas na literatura, ja existem
descricoes de novos fatores de viruléncia que
poderiam estar relacionados com alguns casos
deste estudo (NATARO et al., 1998; OSEK et
al., 1999; BRITO et al., 2003; WEST et al., 2007;
WU et al., 2007; ZHANG et al., 2007).

A freqiiéncia de cepas patogénicas varia
muito, dependendo da fase de producio dos
animais estudados, das técnicas utilizadas, da
regido geografica e da presenca ou nio de diar-
réia. Este fato demonstra a importancia da exe-
cucio de estudos de deteccio rapida e fidedig-
na de fatores viruléncia em cepas de E. coli iso-
ladas de suinos com diarréia, para determinar
regionalmente as mais freqiientes e também po-
der caracterizar a sensibilidade a diferentes
agentes antimicrobianos (MACEDO et al.,
2007). Este estudo demonstrou que o diagndsti-
co laboratorial de colibacilose, baseado exclusi-
vamente no isolamento de E. coli a partir de
amostras de fezes com diarréia, é um método
pouco fidedigno, com alta incidéncia de resul-
tados falso-positivos. A utilizacio da PCR para
deteccio de fatores de viruléncia (toxinas e fim-
brias) demonstrou sua eficiéncia como teste
complementar ao isolamento bacteriano no di-
agnostico da colibacilose.
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