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IDENTIFICATION OF THE GENES THAT ENCODE FOR THE LT-Il THERMOLABILE
ENTEROTOXIN AMONG STRAINS OF ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM
CALVES WITH DIARRHEA IN THE REGION OF JABOTICABAL, SP, BRAZIL)
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RESUMO

Examinando 52 espécimes fecais de bezerros com
diarréia de fazendas da regido de Jaboticabal, SP, Brasil, uma
das amostras déescherichia coliisoladas, quando analisada
pela Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), demonstrou a
presenca dos genes que codificam para a enterotoxina termolabil
do tipo LT-Il. Este é o primeiro relato de amostra e coli
enterotoxigénica, isolada de bezerros com diarréia no Brasil,
contendo os genes para codificacdo da enterotoxina LT-II.
Encontram-se apenas citagdes de isolamento no Brasil de
amostras dé€. coli LT-1I+ de alimentos de origem animal.

Palavras-chave:E.coli, Enterotoxina LT-Il, detccdo do gene,
PCR, Brasil.

SUMMARY

Examining 52 samples of stools from calves with
diarrhea from the region of Jaboticabal, SP, Brazil , one of the
strains of Escherichia coli isolated, as examined by the
Polymerase Chain Reaction (PCR), harbored the genes encoding
for the LT-II thermolabile enterotoxin. This is the first report on
the isolation of enterotoxigent€. coli from calves with diarrhea
in Brazil harboring the genes for LT-Il enterotoxin. In our
country, strains of LT-Il +E. coli have been reported to occur
only in foods of animal origin.

Key words: E.coli, LT-Il enterotoxin, gene detection, PCR,
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A colibacilose causada por amostrasde
coli enterotoxigénicas (ETEC) afeta principalmente
animais recém-nascidos e possdame (ACRES,
1985). Esta enfermidade € responsavel por sérios
danos econdmicos para criadores de gado bovino, no
Brasil (CASTRO & YANO, 1992) e em outros
paises. (BLANCOet al., 1991, BLANCO et al.,
1997).

A patogenicidade das amostras ETEC é
devida a producdo de fatores de colonizagédo e de
enterotoxinas, sendo relatados dois tipos basicos de
enterotoxinas, a saber, as termoestaveis (ST) e as
termolabeis (LT). Entre as primeiras, conhecem-se
dois subtipos classicos STa e STh, sendo que
somente a primeira tem sido encontrada em amostras
de ETEC de origem bovina (BLANCE& al., 1993).
Entre as enterotoxinas termolabeis, sdo descritos 2
subtipos LT-I e LT-Il. (HOLMESet al., 1986;
BLANCO et al., 1993) As amostras de ETEC de
origem bovina n&do produzem LT-I (BLANCGet
al., 1991), existindo apenas a descri¢do de amostras
produtoras de LT-Il (SERIWATANAet al., 1988).

Os genes que codificam para a sintese de LT-Il ja
foram clonados e sequenciados (PICKEST al.,
1987) tendo sido descritos iniciadores (SCHULTSZ
et al.,1994) para a sua deteccao pela reacao de PCR.
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As amostras de fezes coletadas de bezerros da Tag DNA Polimerase). A amostra produtora de
com diarréia, com idade variando entre 1 semana a 6 LT-Il usada como padrdo foi a B62 (gentiimente
meses de idade de fazendas da regido de Jaboticabalgedida pelo Prof. J. Blanco, Lugo Espanha), e como
foram semeadas em placas de Petri contendo meio depadrdo negativo, a amostra Becoli K12 (C600).
Agar MacConkey. Colonias lactose-positivas foram Para a visualizacdo dos resultados, os produtos
confirmadas comc. coli, utilizando os meios de  amplificados foram submetidos & eletroforese em gel
EPM (TOLEDOet al., 1982a), MILi (TOLEDOet de agarose a 1%, com uma diferenca de potencial de
al.,1982b ) e citrato (Difco Lab.). 100V. O gel foi entdo tratado em uma cuba de

Foram isoladas 52 amostras He coli, plastico por 20 minutos com brometo de etidio (

que foram sub-cultivadas em meio de “Trypticase 0,51g/m¢). A observacdo das bandas foi feita em
Soya Agar” ( TSA) distribuido em placas de Petri. transiluminador (High Performance Ultraviolet
Estas foram incubadas a 37°C por 18h. Apos, da Transilluminator- UVP- Ultra-Violet Products).
zona de crescimento confluente da placa, foi Na figura 1, verifica-se a amplificagéo do
coletado com o auxilio de uma ponteira um pouco de DNA molde da amostra 280, sorogrupo O8 ( dados
induto bacteriano, que foi homogeneizado emub00 n&do publicados) que amplificou um fragmento de
de PBS, distribuidos em tubos eppendorf. Esta 300 pb, idéntico ao obtido com a amostra padréo
suspensdéo foi fervida por 10 minutos, sendo os tubos LT-11+ (B62) pertencente  ao  sorotipo
imediatamente colocados em banho de gelo, para 015:H21(Blanco comunicacédo pessoal).
evitar o anelamento dd®NA desnaturado. Os A ocorréncia de amostras de ETEC,
componentes da reacdo, quantidade e concentrac@oproduzindo a enterotoxina LT-Il, foi descrita em
final, usados na PCR, por ordem de adi¢&o nos tubos outros paises, encontrando-se relatos do isolamento
reacdo, se encontram na tabela 1. de bovinos com frequéncia de 27 amostras LT-II+
Para evitar reagdes falso-positivas, as entre 36 espécimes fecais examinados (75%), por
condutas foram realizadas em fluxo laminar, sendo PCR. Entre bifalos, foram encontrados 7 espécimes
repetido o teste positivo em trés ocasides diferentes. fecais LT-l1+, num total de 11 materiais examinados
Em todos os casos, todo o material, tais como, luvas, (64%). De carnebovina obtida em mercados, 4%
ponteiras e eppendorfs estéreis utilizados no preparo foram positivas para a presenca dos genes que
do DNA molde, e de outros reagentes usados na codificam para LT-Il, sendo que apenas 2% de fezes
PCR foram dispensados logo ap6s os diferentes humanas foram positivas neste teste
procedimentos, para impedir contaminagdo das (SERIWATANA et al., 1988). Em outra pesquisa

bancadas e do fluxo laminar. realizada na Tailandia, amostras LT-ll+ foram
Como iniciadores, foram usados 0s encontradas em alimentos de origem animal, mas

recomendados por SCHULTZ%$ al.,1993: nao foram isoladas amostras LT-II+ de fezes de

LT 1l-1-5" AGA TAT AAT GAT GGA TAT GTA TC- 3 criancas (RASRINAULet al., 1988). Na Espanha,

LT Il-2- 5" TAA CCC TCG AAA TAA ATC TC 3,que CELEMIN et al. (1994) examinando 118

amplificam um fragmento de 300 pb. Para a espécimes fecais de suinos aparentemente normais,
amplifica(;éo, foi utilizado um termociclador TM encontraram 56 (47,8%) amostras positivas para LT-
Reseach sendo aplicados 30 ciclos com as seguintes|+ ytilizando a técnica de hibridizacso de DNA.
temperaturas: 9€ - 1 minuto (desnaturacgao); &2 No Brasil, examinando 96 amostras de
2 minutos (anelamento); 72 - 1 minuto (atividade alimentos de origem animal, FRANG® al. (1991)
pesquisando 306 colbnias, encontraram quatro
Tabela 1 - Reagiio em Cadeia da Polimerase (PCR)- Componentesa@mostras deE.coli, isoladas destes alimentos que
da reacdo, quantidade e concentracdo final, por ordem hibridizaram com sondas especificas para LT-Il. Na

de adigéo aos tubos de reacéo. presente pesquisa , embora a freqiiéncia tenha sido
bastante baixa 1/52 (1,92 %), a amostra LT-lI+ foi

Componentes Volume  Concentracéo final isolada de bezerros com diarréia.
Tampé&o de PCR 10x 1007 1x Diante do exposto, em se considerando as
Mistura de 10mM de dNTP 2/ 0,2mM cada altas freqliéncias encontradas de amostrds deli
50mM MgCr, 3us 1,5mM cada LT-Il+ isoladas de animais em outros paises
Iniciador A 8,517 0,5uM (SERIWATANA et al., 1988), sugere-se que O
gﬁf?:glge 71(;':5 0.5uM assunto mereca ser melhor estudado em nosso meio,
Tag-DNA Polimerase 0.510 25U pois estas amostras de ETEC podem desempenhar
H,0 Milli-Q estéril 59 _ pap_el importante na eNtloIogla da c_ilarrela em
TOTAL 1004/ - bovinos, e o assunto ndo tem merecido a devida

atencdo por parte da Vigilancia em Sanidade
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