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RESUMO

Avaliou-se a freqiiéncia dos genes de fimbrias (K88, K99, 987P, F18 ¢ F41) e toxinas (LT, Stb, StaP ¢
Stx2e¢) de cepas de E. coli isoladas de leitdes com diarréia usando a técnica de PCR multiplex com
primers especificos para esses genes, e estudou-se o padrdo de sensibilidade das cepas patogénicas pelo
método de difusdo em disco ao florfenicol, ceftiofur sédico, colistina, fosfomicina, neomicina,
norfloxacina, sulfa + trimetoprim, doxiciclina, tetraciclina e lincomicina. Foram utilizadas 144 amostras
de E.coli isoladas de leitdes com diarréia, provenientes de granjas localizadas no estado de Minas Gerais.
Dessas, 42 (29,2%) foram positivas para pelo menos um dos fatores de viruléncia testados. Dentre essas
42 amostras, 23 (54,8%) apresentaram genes de fimbria e toxina, sete (16,6%) apresentaram somente
genes de toxinas e 12 (28,6%) amostras somente genes de fimbria. O resultado do teste de sensibilidade
aos antimicrobianos demonstrou que o florfenicol (89,5 %) e o ceftiofur sodico (84,2%) foram as drogas
de melhor eficacia in vitro sobre cepas de E. coli com fatores de viruléncia.
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ABSTRACT

The frequency of virulence determinants genes for fimbrial adhesions (K88, K99, 987P, FI18 and F41)
and toxins (LT, Stb, StaP and Stx2e) in E. coli strains isolated from diarrheic piglets using the multiplex
polymerase chain reaction assay with specific primers for these genes was studied. The antimicrobial
sensitivity pattern of pathogenic isolates for florfenicol, sodium ceftiofur, colistin, fosfomycin, neomycin,
norfloxacin, sulfa + trimetoprim, doxycycline, tetracycline and lincomycin was also tested using the disk
diffusion method. E. coli were isolated from 144 diarrheic piglets from farms in the state of Minas Gerais.
Forty-two out of 144 studied samples (29.2%) were positive for at least one tested virulence factor. Out of
these 42, 23 samples (54.8%) contained fimbria and toxin genes, seven (16.6%) samples had genes for
toxins only and 12 (28.6%) samples just fimbria genes. Disk diffusion in vitro antimicrobial sensitivity
test demonstrated the best results for florfenicol (89.5%) and sodium ceftiofur (84.2%) against virulent E.
coli strains.
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INTRODUCAO

Escherichia coli ¢ um dos agentes etiologicos
mais freqiientemente isolados em casos de
diarréia no homem e em diferentes espécies
animais (Holland, 1990; Nataro ¢ Kaper, 1998).
A maioria das cepas de E. coli presentes no trato
gastrintestinal s80 comensais ndo patogénicos
(Nataro e Kaper, 1998). Cepas toxigénicas de E.
coli causam diarréia aquosa profusa e/ou lesdes
vasculares sistémicas devido a liberagao de
enterotoxinas como as toxinas termo-labil (LT),
termo-estavel (Sta e Stb) e Shiga toxina (Stx2e)
(Francis, 2002).

Wilson e Francis (1986) e Casey et al. (1992)
descreveram cinco diferentes tipos principais de
fimbrias: K88, K99, 987P, F18 e F41 em
isolados de E. coli toxigénicas (ETEC) de origem
suina. As fimbrias, também consideradas fatores
de viruléncia, permitem a aderéncia dessas
bactérias a receptores especificos localizados na
superficie de enterdcitos. A partir da aderéncia,
essas bactérias colonizam a superficie celular e 14
secretam as toxinas envolvidas no processo de
diarréia. A colonizacdo bacteriana e quadro
clinico aparente da infec¢@o sdo restritos a idade
e linhagem do animal, ou seja, leitdes lactentes
sdo infectados mais freqlientemente por cepas
possuidoras de determinadas fimbrias como
987P e F41, por apresentarem receptores
especificos em enterocitos, nessa faixa etaria.
Além disso, existem linhagens de suinos que nao
expressam  receptores de membrana de
enterécitos  especificos que permitiriam a
aderéncia das cepas de E. coli, sendo, por isso,
resistentes (Wilson e Francis, 1986; Imberechts
et al., 1997; Francis et al., 1998).

Apds a adesdo, E. coli toxigénicas produzem
toxinas (ST e LT) que induzem a hipersecrecao
pelas células do intestino ou que interferem com
a sintese protéica das células (Stx2e) acarretando
diarréia nos animais (Holland, 1990; Fairbrother
e Gyles, 2006).

As duas formas mais freqiientemente utilizadas
para deteccdo desses fatores de viruléncia em E.
coli em  animais diarréicos sdo a
imunofluorescéncia indireta em esfregagos de
mucosa, ou em cortes de congelacdo de intestino
corados com anticorpos especificos para
antigenos fimbriais (Mullaney et al., 1991), e a
deteccdo de genes de viruléncia pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). A técnica de PCR
multiplex permite a pesquisa de diferentes alvos
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de amplificagdo de DNA, com a utilizagdo de
diferentes primers em uma mesma reacgdo, o que
reduz sensivelmente os custos do teste.

No Brasil, com freqiiéncia, o diagnostico de
colibacilose em leitdes ¢ realizado somente pelo
isolamento bacteriano, sem nenhuma
caracterizagdo de patogenicidade. Sdo poucos os
estudos brasileiros sobre a prevaléncia e
importancia de diferentes cepas patogénicas de
E. coli (Baccaro et al., 1999; Baccaro et al.,
2000; Calderaro et al., 2001).

O uso indiscriminado de antimicrobianos para
controle de colibacilose tem levado ao
desenvolvimento de resisténcia. o
reconhecimento da patogenicidade dos isolados,
bem como de seu perfil de sensibilidade as
drogas antimicrobianas pode reduzir o uso de
drogas de largo espectro para o tratamento dos
animais, o que auxilia na diminui¢do de E. coli
resistentes presentes nos suinos e no seu
ambiente (Borowski et al., 1994; Brito e Tagliari,
2000; Baccaro et al., 2000; Vargas et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi pesquisar a
freqiiéncia de cepas de E. coli com fatores de
viruléncia, isoladas de leitdes com diarréia,
usando a técnica de PCR multiplex com primers
especificos para esses genes. Também foram
feitas avaliagdes da prevaléncia de diferentes
cepas patogénicas de E. coli isoladas de leitdes
com diarréia, provenientes de granjas do Estado
de Minas e avaliagdo do padrdo de resisténcia
aos antibioticos.

MATERIAL E METODOS

Para padronizacdo da técnica de PCR multiplex
foram utilizados, como controles positivos para
os fatores de viruléncia, quatro amostras
referéncia de E. coli, gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Diagnostico Veterinario da
University of Minnesota: 2568 (Stb, StaP, F18 e
Stx2e), 2569 (Stb, LT e K88), 2570 (987P ¢
StaP) e 2571 (StaP, K99 e F41). Apos
padronizagdo dessa técnica, 144 cepas de E. coli
isoladas de leitdes, lactentes ou desmamadas,
com diarréia, oriundos de diferentes granjas do
Estado de Minas Gerais, foram testadas para
verificar a presenca de fatores de viruléncia.

O isolamento bacteriano foi realizado a partir de
amostras das fezes ou dos intestinos de leitdes
com diarréia, em agar sangue ¢ MacConkey,
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incubados por 24 horas, a temperatura de 37°C.
Colonias  bacterianas com  caracteristicas
sugestivas de E. coli foram repicadas por
esgotamento e, posteriormente, identificadas por
provas bioquimicas (Hitchins et al., 1995).
Culturas puras de E. coli foram estocadas em
placas de agar sangue ou agar Muller Hinton, a
4°C, até o processamento para o PCR multiplex
que ocorreu nos dias subseqiientes.

De cada cepa de E. coli presente nas placas de
agar refrigeradas, uma coldnia isolada foi
coletada usando alga de platina e ressuspendida
em microtubo contendo 500ul de solucao tampao
fosfato (PBS), pH 7,2, ‘estéril. Apos
homogeneizagdo em vortex, as amostras foram
centrifugadas a 7.000xg por 10min sob
refrigeracdo, para sedimentacdo de bactérias. Ao
sedimento foi adicionado 270ul de solucdo de
lise (Tris HC1 1,0M, pH 8,0; EDTA 0,5M; NaCl
4,5M; SDS 10%; gsp agua destilada), 200ul de
High TE (Tris HCI 1,0M, pH 8,0; EDTA 0,5M;
gsp agua destilada) e 5yl de proteinase K
(20mg/ml). Apds vigorosa agitagdo por 20 a
30seg (vortex), a mistura foi incubada a 55°C
por, no minimo, trés horas. O lisado, contendo o
DNA bacteriano, foi submetido ao método de
extragdo de DNA fenol-cloroférmio, descrito por
Sambrook et al. (1989).

O DNA  extraido foi dosado  por
espectrofotometria e testado em diferentes
diluigdes, apods os quais ficou padronizada a
quantidade de 10ng/pl por tubo para cada reagdo
de PCR. Os primers utilizados para os diferentes
genes de fatores de viruléncia estdo
demonstrados no esquema.

Todos os testes de PCR foram executados em um
volume de 10ul, contendo 10ng de DNA
bacteriano, 0,2uM de cada dNTP', 1,5uM de
MgCL?2, 0,5uM de cada primer (IDT) e cinco
unidades de Tag DNA polimerase’. Agua estéril
foi usada como controle negativo do PCR e
algumas amostras negativas foram submetidas a
mais de um PCR, desta vez usando os primers
separadamente, para comprovacdo da auséncia
dos genes nessas amostras.

O programa de amplificacdo utilizado foi de 25
ciclos de 94°C por Imin, 55°C por 1min e 70°C
por 2min; extensdo final no ultimo ciclo por
10min a 72°C e, finalmente, 4°C. O PCR foi
executado em termociclador Minicycler!. Os
produtos da amplificagdo foram separados em
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eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) e
corados pela prata (Fig. 1). 4

Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos
foi utilizada a técnica de difusdo em agar,
segundo as recomendagdes de Woods e
Washington (1995). Das amostras de E. coli
isoladas em agar sangue’ por 24h a 37°C, foi
preparada uma suspensdo em PBS equivalente ao
tubo de 0,5 de MacFarland e inoculadas em agar
Muller-Hinton’. As placas foram incubadas por
18h a 37°C. Foram utilizados discos de ceftiofur
sodico 30pg, colistina 10pg, doxiciclina 30pg,
florfenicol 30pg, fosfomicina 30ug, lincomicina
2ug, neomicina 30pg, norfloxacina 10pg,
sulfametoxazole-trimetoprim 25pug e tetraciclina
30ug®. Apds a incubagdo os halos de inibigdo
foram medidos e os ?adrées de susceptibilidade
foram determinados”

Os dados sobre a faixa etaria dos leitdes com
diarréia foram obtidos das fichas enviadas com
as amostras de fezes. Esses dados foram
utilizados para a caracterizacdo da distribuicdo
da freqiiéncia de E. coli toxigénicas por faixa
etaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quarenta e duas (29,2%) das 144 amostras
estudadas foram positivas para pelo menos um
dos fatores de viruléncia testados (fimbrias: K88,
K99, 987P, F18 e F41; e toxinas: LT, Stb, StaP ¢
Stx2e). Vinte e trés amostras (54,8%)
apresentaram genes de fimbria e toxina, sete
(16,6%) amostras apresentaram somente genes
de toxinas e 12 (28,6%) amostras somente genes
de fimbrias. A freqiiéncia dos fatores de
viruléncia detectada isolada ou em associagdo
com outros fatores foi: Stb (40,5%), K99
(33,3%), StaP (33,3%), Stx2e (21,4%), LT
(19,0%), F18 (19,0%), 987P (14,3%), K88
(14,3%) e F41 (9,5%). A combinagdo de fatores
de viruléncia em isolados de E. coli, também
conhecida como virotipo, mais freqiientemente
identificada esta listada na Tab. 1.

'"Eppendorf - Sdo Paulo, Brasil.

Roche - Sdo Paulo, Brasil.

3Phoneutria - Belo Horizonte, Brasil.
*MIJ Research - Ramsey, EUA.

*Difco - Sdo Paulo, Brasil.
®LaborHospitalar - Sio Paulo, Brasil.
"Cefar. Sensifar-Vet - Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida. Rea¢des de PCR multiplex para fatores de viruléncia de E. coli
enterotoxigénica, colunas: 1= marcador molecular; 2 e 3= cepa de E. coli com genes de STx2e (733 Kb),
F18 (313 Kb), StaP (158 Kb) e STb (113 Kb); 4 ¢ 5= cepa de E. coli com genes de K88 (499 Kb), LT
(272 Kb) e STb (113 Kb); 6 e 7= cepa de E. coli com genes de 987P (405 Kb) e StaP (158 Kb).

Esquema. Primers para genes de fatores de viruléncia de E. coli

Seqiiéncia de primers Fator Tamanho do
produto

Stb: Forward 5° — TGC CTA TGC ATC TAC ACA AT-3 enterotoxina B 113
Reverse 5° — CTC CAG CAG TAC CAT CTC TA-3’

StaP: Forward 5° — CAA CTG AAT CAC TTG ACT CTT -3’ enterotoxina A 158
Reverse 5° — TTA ATA ACA TCC AGC ACA GG- 3’

K99: Forward 5> — AAT ACT TGT TCA GGG AGA AA -3’ fimbria de adesdo 230
Reverse 5" — AAC TTT GTG GTT AAC TTCCT - 3’ (bovino e suino)

LT: Forward 5> — GGC GTT ACT ATC CTC TCT AT -3’ enterotoxina 272
Reverse 5° — TGG TCT CGG TCA GAT ATG T-3’ termo-1abil

F18: Forward 5 — TGG TAA CGT ATC AGC AAC TA-3’ fimbria de adesao 313
Reverse 5° — ACT TAC AGT GCT ATT CGA CG -3’ (homem e bovino)

987P: Forward 5° — GTA ACT CCA CCG TTT GTATC-3’ fimbria de adesdo 409
Reverse 5° — AAG TTA CTG CCA GTC TAT GC -3’ (suino)

K88: Forward 5° — GTA TCT GTC CGA GAA TAT CA - 3’ fimbria de adesdo 499
Reverse 5° — GTT GGT ACA GGT CTT AAT GG -3’ (suino)

F41: Forward 5 — AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG -3’ fimbria de adesdo 612
Reverse 5° — CCA CTA TAA GAG GTT GAAGC -3’ (bovino, suino e ovino)

Stx2e Forward 5> — AAT AGT ATA CGG ACA GCG AT -3’ Shiga toxina IT 733

Reverse 5° — TCT GAC ATT CTG GTT GACTC -3’

(homem, bovino e suino)
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Tabela 1. Distribuigdo e freqiiéncia de virotipos de E. coli enterotoxigénicas por faixa etaria dos leitdes

Virotipo No de
amostras

K99 8
Stx2e 4
Stb, StaP, 987P 4
K88 3
Stb, StaP, F18 2
Stb, LT e K88 2
Stb, Sta, F18 e Stx2e 2
F41 2
Outros 15
Total 42 1

Este estudo mostra elevada freqiiéncia de
isolamento de E. coli ndo patogénicas de leitdes
com diarréia em diagnosticos realizados no
Brasil. Moon et al. (1986), Baccaro et al. (1999)
e Costa et al. (2006) relataram ser Stb o fator de
viruléncia mais freqiientemente detectado em
cepas de E. coli enterotoxigénicas isoladas de
suinos com diarréia, estando presente,
respectivamente, em 74%, 12,3% e 50% dos
casos, resultados confirmados no presente
estudo.

Baccaro et al. (2000) e Cho et al. (2000)
pesquisaram genes de toxinas (StaP, Stb ¢ LT) e
fimbrias (K88, K99, 987P, F41) isoladas de
suinos diarréicos e encontraram,
respectivamente, 27,3% e 24,3% das amostras
com fatores de viruléncia. A freqiiéncia de
detecgdo de cepas patogénicas encontradas neste
estudo foi semelhante as verificadas por esses
autores.

Vargas et al. (2003) e Fairbrother et al. (2000)
testaram, pela PCR, isolados de E. coli de suinos
com diarréia e constataram que em 75% e 65,5%
dos casos, respectivamente, as amostras
apresentaram resultado positivo para pelo menos
um dos genes de fimbria (F18, F41, K88 ¢ K99)
ou toxina (Sta, Stb, LT e Stx2e) pesquisados,
contudo a toxina Stx2e ndo foi incluida no estudo
de Fairbrother et al. (2000). Esses trabalhos
apresentaram maiores freqiiéncias de detecgdo de
cepas patogénicas quando comparadas com as do
presente estudo. Este fato pode ser atribuido a
diferencas entre as populagdes estudadas.

Segundo Fairbrother et al. (2000), genes de
fatores de viruléncia (Sta, Stb, LT, K88, K99,
987P, F18 ¢ F41) foram encontrados em 414
(65,6%) de 633 amostras de E. coli isoladas de
leitdes com diarréia ap6s o desmame (21 a 50

%

19,05
9,52
9,52
7,14
4,76
4,76
4,76
4,76

35,72

00,00
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Idade

Sem
Lactente Desmamado  informacdo
3 5 0
2 - 2
3 1 0
- 2 1
1 1 0
- 1 1
- 2 0
0 2 0
2 5 8
11 19 12

dias de idade). Os virotipos mais freqiientemente
observados foram LT e Stb (34%), LT, Stb e Sta
(13%), Sta e Stb (12%), Stb (10%) e Sta (4%).
Quase todos os isolados que apresentaram LT,
Stb e LT, Sta, Stb eram K88 positivos. Entre os
isolados que apresentaram Sta e Stb, 12% eram
F18 positivos. Entre os que apresentaram Stb,
10% eram F18 positivos, enquanto o restante das
amostras foi negativo para todos os genes de
fimbrias testados. Entre os que apresentaram a
toxina Sta, 70% eram K99 positivos e o restante
eram 987P positivos. No presente trabalho, os
isolados que apresentaram Sta e Stb, e Sta, Stb e
LT também apresentaram genes para as fimbrias
F18, 987P ou K&88. As amostras que
apresentaram genes para as enterotoxinas Stb e
LT, e Stb, eram F41, F18 ou K88 positivas. Os
isolados que eram positivos para as toxinas
isoladas StaP, Stx2e e LT apresentaram as
fimbrias F41, K99 ou F18. O restante das
amostras foi negativo para todos os genes de
fimbrias testados.

Wajjawalku et al. (2002), ao determinarem a
freqiiéncia dos genétipos dos mesmos nove
fatores de viruléncia, e Costa et al. (2006) de sete
deles (exceto Stx2e e F18), por PCR em
amostras de E. coli hemolitica de casos clinicos
de leitdes com  enterite, encontraram,
respectivamente, 91,6% e 82,5% das amostras
patogénicas possuidoras de pelo menos um gene
de enterotoxina ou fimbria. A correlagdo entre
fimbrias e toxinas em FE. coli hemolitica foi
58,4% (125/214) dos isolados (Wajjawalku et al.,
2002). Aparentemente, a utilizagdo de somente
cepas hemoliticas de E. coli propiciou aumento
significativo da percentagem de amostras
patogénicas, diferentemente deste trabalho, no
qual n3o foram selecionadas somente cepas
hemoliticas para tipificagdo. Entretanto, a
utilizagdo da caracteristica hemolitica ndo ¢
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suficiente para se identificar amostras

diarreicogénicas de E. coli.

Fato curioso foi a deteccdo de ETEC com
fimbria K99, 987P e F41 em leitdes
desmamados. Vale salientar que a medida que os
animais ficam mais velhos tornam-se mais
resistentes, sendo as fimbrias acima citadas,
raramente detectadas em animais desmamados.
As trés possiveis explicacdes para este fato
seriam (i) que o manejo de desmama precoce,
freqiientemente utilizado em rebanhos de Minas
Gerais, propicia a infecgdo de animais
desmamados ainda jovens; (ii) que esses animais,
infectados por cepas possuidoras de fimbrias de
adesdo e alguns genes de toxinas, tenham tido
diarréia por essas amostras anteriormente, mas
que essas amostras nao estejam envolvidas com
o processo diarréico atual; (iii) que a infeccao
concomitante por outros agentes causadores de
diarréia poderia mudar a distribui¢do por faixa
etaria.

A freqiiéncia de cepas patogénicas varia muito
dependendo da faixa etdria dos animais
estudados, das técnicas utilizadas, da regido
geografica e do desenho amostral, ou seja,
animais com diarréia ou ndo. Este fato demonstra
a importancia da execugdo de estudos de
detec¢do de fatores patogenicidade em E. coli
isoladas de suinos com diarréia, para determinar
regionalmente as cepas mais freqiientes e, mais
importantes, caracterizar a sensibilidade dessas
cepas a diferentes agentes antimicrobianos.

O resultado do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos mostra que o florfenicol e o
ceftiofur sodico foram as drogas de melhor
eficacia sobre cepas virulentas de E. coli em
testes in vitro, usando a técnica de difusdo em
disco (Tab. 2). Costa et al. (2006) verificaram
que o maior indice de sensibilidade foi
observado para o florfenicol em 81,1% dos
isolados clinicos de suinos. Baccaro et al. (2002)
¢ Hariharan et al. (2004) analisaram a resisténcia
antimicrobiana em E. coli isoladas de leitdes com
diarréia e constataram que o ceftiofur foi o
antimicrobiano que demonstrou menores indices
de resisténcia frente a essas cepas de E. coli,
0,16% ¢ 1,0%, respectivamente. Estudo
semelhante realizado por Fairbrother et al.
(2000), o ceftiofur foi o segundo antimicrobiano
de melhor eficacia, com 18% de resisténcia.

Dentre os isolados analisados no presente estudo,
100% (38/38) apresentaram resisténcia a pelo
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menos um dos agentes antimicrobianos testados.
A freqiiente resisténcia de cepas de E. coli
enterotoxigénicas aos antimicrobianos testados
pode ser devido ao uso inadequado dessas drogas
em medicagdes preventivas na ragdo dos
animais, servindo de alerta para veterinarios.

Tabela 2. Padréo de susceptibilidade a
antibioticos de 38 das 42 amostras de E. coli
isoladas de leitdes com diarréia que
apresentavam fatores de viruléncia.

Numero de % de

Antibidticos amo§trqs amo§trgs

sensiveis sensiveis
Florfenicol 34 89,47
Ceftiofur sédico 32 84,21
Fosfomicina 24 63,16
Colistina 21 55,26
Neomicina 19 50,00
Norfloxacina 18 47,37
Sulfa-+trimetoprim 13 34,21
Doxiciclina 6 15,79
Tetraciclina 6 15,79
Lincomicina 4 10,52

CONCLUSOES

Apenas um terco das cepas de E. coli testadas
apresentou fatores de viruléncia pela técnica de
PCR multiplex e, por isso, sdo potencialmente
patogénicas. O teste in vifro demonstrou alta
resisténcia das cepas de E. coli isoladas de
leitdes diarréicos em relagdo a maioria dos
antimicrobianos testados.
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