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CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA DA CEPA DE  Escherichia coli- BK99

VIRULENCE CHARACTERIZATION OF STRAIN  Escherichia coli- BK99

Benito Guimar&es de Britd Kelly Cristina Tagliari > Itamar Ant6nio Piffer >

RESUMO

Com o objetivo de identificar a patogenicidade e re-
sisténcia a antimicrobianos da cepa & coli BK99, foram
utilizados alguns testes: aglutinacdo em lamina para detec¢do da
fimbria F5, produgdo de STa, ensaios para hemolisinas e colici-
nas, patogenicidade em leitbes e antibiograma. A cepa BK99
apresentou o seguinte perfil: F1F5", STd, Col V', Hly, ST,

KAR, NO}, TT® SR e foi capaz de provocar a doenga clinica e
morte em leitdes inoculados; também foi possivel o resgate dessa
cepa de fezes diarréicas e do contetdo intestinal dos leitGes
revelando, assim, alto indice de recuperacdo de col6nias porta-
doras da fimbria F5. Os resultados permitem concluir que a
cepa deE. coli BK99 é produtora de fatores de viruléncia e
reproduz experimentalmente a colibacilose suina neonatal.

Palavras-chave: diarréia, leitdes, colibacilose, fatores de
viruléncia.
SUMMARY
In order to evaluate the pathogenicity and

antimicrobial resistance pattern of BK®®. coli strain, several
tests were assessed: slide agglutination for detection of the
fimbriae F5, STa production, hemolytic and colicin activity,
pathogenicity assessement using piglet inoculation and
antimicrobial resistance to drugs. The strain BK99 showed the
following profile: FI', F5", STd, Col V', Hly, ST, KAR, NCO},

TT® SK. It produced clinical disease and death of infected
piglets. Moreover, it was possible to recover the BK99 strain from
diarrheic feces and from the gut contents of the piglet, with high
rate of recovery of colonies expressing fimbriaé.Fehe present
results suggest that th&. coli BK99 strain could produce
virulence factors and experimentally reproduce neonatal
colibacillosis in pigs.

Key words: diarrhoea, piglets, colibacillosis, virulence factors.

INTRODUCAO

A colibacilose é uma enfermidade que

cionada a determinadas cepasEdeoli produtoras

de diversos fatores de patogenicidade, entre eles
fimbrias e toxinas (ALEXANDER, 1994;
HAMPSON, 1994). Atualmente, o conceito de pato-
genicidade das cepas Becoli esta relacionado com

0 impacto cumulativo de um ou vérios fatores de
viruléncia, o qual serve para diferenciar cepas pato-
génicas de ndo patogénicas (JOHNSON, 1991).

A adesdo da bactéria a célula do hospe-
deiro € um pré-requisito para a colonizagdo e infec-
¢do. A aderéncia € um fendmeno especifico de reco-
nhecimento entre o microrganismo e as células do
animal infectado e ocorre entre as adesinas fimbriais
e ndo fimbriais e seus receptores correspondentes na
superficie celular (SHARON & LIS, 1993). As fim-
brias sé@o classificadas quanto a sua capacidade he-
maglutinante em presenca e auséncia de D-manose.
Em suinos, as fimbrias F4 4 F5 (Koo), F6
(987P), F41, F18ab,ac, estéo relacionadas com dis-
turbios entéricos (FAIRBROTHERet al, 1986;
POST et al, 2000). Outros fatores de viruléncia
importantes na patogenia das enfermidades séo as
toxinas dek.coli, as quais se classificam em: endo-
toxinas e exotoxinas, e tém papel importante nas
diarréias dos suinos (MORRIS & SOJKA, 1985).

Determinadas cepas @& coli produzem
toxinas protéicas que podem exercer um papel im-
portante na patogenia das doencas, tais como: a
hemolisina, a colicina, a enterotoxina termolabil
(LT); a enterotoxina termoestavel (ST); a verotoxina
ou “Shiga-Like” toxina (VT ou SLT) e o fator ne-
crosante citotéxico (CNF) (GYLES, 1992). A pro-
ducdo de hemolisina é mais freqiiente em cepas
provenientes das patologias entéricas. A presenca

acomete leitdes lactentes e desmamados e esta reladesse fenétipo como marcador de clones virulentos
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foi utilizada por véarios autores como indicadores de adicionado 1 gota de solugéo a 2% de azul de Evans.
patogenicidade (VAN DEN BOSCldt al, 1982 e Um lote de 5 camundongos de 3 dias de idade foi
BRITO et al, 1999). utilizado por cepa, administrando-se 0¢lrdo
Bacteriocinas sdo toxinas protéicas que inéculo por via gastrica. Os animais foram
tém acdo letal sobre espécies de microrganismos sacrificados com éter sulfarico apés 3h de
sensiveis. As bacteriocinas produzidas gelaoli inoculagdo (GIANELLA, 1976), necropsiados e 0s
sdo denominadas de colicinas e as principais sdo: A, intestihos e as carcacas foram pesados
B, Ey, D, Ic, Ib, K, N, V. A colicina V inibe o cres-  separadamente, para a determinacéo da relacéo peso
cimento bacteriano (YANG & KONSKY, 1984).  dos intestinos/peso das carcacas. O valor igual ou
Os plasmidios Col V, os quais codificam a produgdo superior a 0,085 foi considerado como positivo para
de colicina V, séo plasmidios que geralmente apre- STa. As cepas dE. coli 6544 e K12-711 foram
sentam alta massa molecular e podem carrear outrosytilizadas como controle positivo e negativo,
fatores de viruléncia (SMITH, 1974). respectivamente. A atividade hemolitica foi avaliada
BURGESSet al. (1978) demonstraram  ytilizando &gar sangue contendo 5% de sangue de
que ha dois tipos de ST. Uma designada STa, que seovino desfibrinado. A cepa BK99 foi semeada em
caracteriza por ser solivel em metanol, de baixo agar sangue e incubada a 37°C durante 24h para

peso molecular e € ativa no intestino de camundongo avaliacdo do halo de hemdlise (LUDWIG &
neonato. A outra chamada STb, € insolivel em me- GOEBEL, 1997).

tanol, inativa em camundongo neonato, porém ativa A producdo de bacteriocina pela cepa foi
no intestino de leitdes desmamados. avaliada conforme descrito por VIDOTTé al.

A reproducdo experimental da colibacilo-  (1990). A cepa dé&. coli foi inicialmente cultivada
se suina neonatal, em sua forma diarréica, tem sido em meio TSB a 37°C durante 18h e, posteriormente,
realizada por diversos pesquisadores de outros pai-semeada em uma placa contendo meio TSA e incu-
ses (MORGANet al, 1978; CHIDLOW et al, bada na mesma condicédo. Apos esse periodo, a placa
1979; SODERLINDet al, 1982) utilizando para tal  {gj jnvertida e 1m de cloroférmio foi adicionado na
cepas enterqtomgenlcas (ETEC) portadoras de fato- respectiva tampa. Apds, a placa foi mantida entrea-
res de colonizagao. berta a 37°C durante 60min para a evaporacdo do

eri Assq:nt, 0 objgnvo_ de|:§te _tra(ljaalho foi gngg cloroférmio residual. Foi vertido 6frde TSA semi-
ractérizar os Tatores de viruiencia da cepa € solido a aproximadamente 45°C, adicionado de

também reproduzir experimentalmente a colibacilo- o . .
se suina neonatal através do uso da cepa BK99. 0,1mv da cepa mghcao\lora dﬁ coll ZZRBO (I|_nha- .
gem padréo sensivel a colicina) que tinha sido culti-

vada previamente em meio TSB durante 18h a 37°C.
A placa foi incubada a 37°C durante 18h e a produ-
¢do de bacteriocina visualizada pela presenca de
halo de inibicdo de crescimento da bactéria indica-
dora. Para caracterizacdo do tipo de colicina, a
amostra colicinogénica foi cultivada em meio TSB
por 18h a 37°C e, em seguida, semeada em placa
contendo meio TSA. ApOs esse periodo, as colbnias
foram tratadas com vapor de cloroférmio por 30min
e foram utilizadas 9 cepas indicadoras de colicina
para visualizar sensibilidade a um determinado tipo
de colicina.

MATERIAL E METODOS

Uma cepa deE. coli denominada BK99
foi isolada do intestino delgado de leitdo de cinco
dias de idade, com diarréia. Essa cepa foi caracteri-
zada através de testes bioquimicos conforme des-
crito por COWAN & STEEL (1970). Durante toda a
realizacdo dos experimentos, as cepas foram manti-
das em meio Dorset a temperatura ambiente.

A classificagdo soroldgica foi realizada
conforme técnica descrita por SOJKA (1965) usando
antissoros capazes de identificar as cepaB. @®li
que freqllentemente causam diarréia em suinos. O antigeno de aderéncia F1 foi estudado
Além da classificagéo sorologica, foram caracteriza- através da técnica de microhemaglutinagdo, com
dos os mecanismos de viruléncia da cepa BK99 “in suspensio a 1% de hemacias de cobaia, em presenca
vitro”, foram realizados os testes de pesquisa de e auséncia de D-manose (JONES & THER,

STa, hemolisina, bacteriocina, teste de sensibilidade 1974). A suspensdo de hemacias foi obtida de san-
aos antibiéticos, expressao da fimbrid EF5. gue fresco, apés coleta em solucédo anticoagulante de

A STa foi estudada pelo método de Alsever e lavagens em solugdo de PBS, pH 7,3. A
inoculagdo em camundongos recém-nascidos cepa BK99 foi crescida em meio minca & G7por
descrito por DEANet al. (1972). A cepa foi 24 horas (GAASTRA & DE GRAAF, 1982). O teste
cultivada em meio de CAYE a 37°C, sob agitacdo, foj realizado em microplaca de base em U e, durante
durante 24h. Ao sobrenadante da cultura foi todo o procedimento, a placa permaneceu em banho
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de gelo. Cinquenta microlitros da suspenséo bacteria-
na, padronizada na escala (tubo) 4 de McFarland, fo- microbianos. Os resultados foram determinados
ram diluidos de 1:2 até 1:256 em PBS. Em seguida, medindo-se os halos de inibicdo de crescimento e
adicionaram-se 5@ de cada suspens&o de heméacias a comparando-os com os valores apresentados nas
1% & diluicdo da suspensdo bacteriana (JONES & tabelas padrdes.
RUTTER, 1974). Os resultados parciais foram obtidos No teste de patogenicidade em leitdes, fo-
ap6s manutenc&o das placas por duas horas sob refrigeram utilizados 52 leitGes da raga Landrace, filhos de
racdo e a interpretacéo final dos resultados foi realizada matrizes primiparas, com 24 horas de idade. O in6-
ap6s 18 horas, também sob refrigeracao. culo foi produzido a partir do cultivo das cepas
A partir da cepa padrdo 6544, portadora BK99 e K12-711 em TSB a 3T, durante 18 horas
da fimbria F5, foi produzido o soro hiperimune e no dia seguinte padronizado em Zxf€my.
monoespecifico antifimbria FSA cepa 6544 foi  Através da sonda intragastrica estéril, foi adminis-
cultivada em meio minca a 37°C durante 24h e ent&o rado 10m de inéculo em cada leitdo. Foi observada
as células foram ressuspendidas em PBS e padroni-gjariamente a ocorréncia de diarréia e a mortalidade
zadas para um inéculo de 1,2XI@lulas/mi. Coe- dos leitdes. Nos leitdes mortos, foi realizada a ne-
lhos aIbinos, machos adultos foram inoculados no Cropsia e registrado 0os achados macroscépicos prin_
dia zero com 0,5ehdo indculo previamente padro-  cipais no intestino. Ao mesmo tempo, foram coleta-
nizado e, posteriormente, em intervalos de quatro dos contetdo fecal, jejuno e ileo, para exames bacte-
dias, procedia-se a inoculagdo dos volumes de 1,0; riol6gicos, sendo isolado também 5 col6nias lactose
1,5; 2,0; 2,5 até 3,0frda suspensdo bacteriana, por positivas. Culturas das colbnias isoladas dos animais
via endovenosa. No sétimo dia ap6s a Ultima inocu- necropsiados foram entdo examinadas quanto a
lacdo, os animais foram sangrados, o “pool” de soro expressdo da fimbria F%® colicina V; esses dois
titulado pela técnica de aglutinacdo em tubos e pos- fatores de viruléncia foram escolhidos como marca-
teriormente absorvido com a respectiva cepa culti- dores de viruléncia da cepa estudada, devido a faci-
vada a 18°C por 48h (BRITO, 1997). Os soros foram lidade de verificar a expressdo desses fatores nas
aliquotados, adicionados de 25% de glicerol e con- colbénias a serem testadas. A deteccéo foi realizada
servados a -20°C. através da metodologia descrita nos itens anteriores.
Para realizar o teste de aglutinagdio em Durante o periodo experimental, foram escolhidos
lamina, as cepas dE. coli foram cultivadas em aleatoriamente trés leitdes inoculados com a cepa
meio minca a 37°C durante 24h. Trinta microlitros K12-711, os quais foram sacrificados e realizados os
do anti-soro monoespecifico foram homogeinizados exames bacteriolégicos descritos acima.
com uma porcdo do crescimento bacteriano, em
lamina de microscopia e a leitura foi procedida apés RESULTADOS E DISCUSSAO
1min. Foram utilizados, como controle positivo, a
cepa 6544 (F5 e como controle negativo, a cepa
K12-711.

coli ATCC 25922, sensivel a todos os agentes anti-

A cepa BK99 foi classificada sorologica-
mente como sorotipo V189= 0108:K"V189". Esse

O teste de resisténcia aos antimicrobianos sorotipo tem sido detectado em levantamentos epi-
foi realizado através da técnica de difusédo do antibi- demioldgicos realizados por outros pesquisadores no
6tico impregnado em discos de papel filtro (BRITO Brasil. BARCELLOS & BAPTISTA (1977) verifi-

& TAGLIARI, 2000). Trés colbdnias isoladas a partir
do meio TSA foram cultivadas em recipiente con-
tendo 3ni de caldo nutriente, a 37°C durante 2h e
entdo a cultura foi diluida 1:100 em salina fisiologi-
ca e semeada com “swab” em agar Mieller-Hinton,
de forma a obter um crescimento confluente. Apds a

caram esse sorotipo em cepasdeoli que causa-
ram diarréias em leitdes de granjas do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, posteriormente BREtO
al. (1995) também encontraram esse sorotipo em
cepas isoladas no Parana.

Em relagdo aos fatores de viruléncia pre-

secagem das placas, os seguintes discos de antimi-sentes na cepa BK99, observa-se, nos testes de mi-

crobianos foram usados: acido nalidixico Y8)
ampicilina (10pg), cloranfenicol (8@), colistina
(10ug), estreptomicina (1@), gentamicina (40g),
kanamicina (3Qg), neomicina (3(@g), nitrofuran-
toina (30Qug), sulfonamidas (3Q@), tetraciclinas
(30ug), trimetoprim + sulfomethoxazole (@§). As

crohemaglutinacéo, a presenca da fimbria tipo | (F1)
e, na deteccdo soroldgica, a presenca de fimbfia F5

A toxina STa e a colicina V foram produzidas pela

cepa BK99, entretanto esta cepa foi incapaz de sin-
tetizar hemolisina. A cepa BK99 foi resistente aos

seguintes antimicrobianos: estreptomicina RST

placas foram incubadas a 37°C durante 24h. Os kanamicina (KA), neomicina (N&), tetraciclina

discos foram testados previamente com a cepg de

(TTR) e sulfonamidas ($¥.
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Dos 26 animais inoculados com a cepa CONCLUSAO
BK99, 19 (73%) apresentaram diarréia aquosa com
uma média de duracdo de 1,6 dia por animal. Os 26 A cepa BK99, portadgra dos seguintes
animais inoculados com a cepa K12-711 n#o apre- fatores de viruléncia: F1F5', STd, Col V', e com
sentaram diarréia no periodo experimental. Trés E%L" '(Ij"(la'R rg?__kstenma dantllmlcroblalno. FSITKA -
animais inoculados com a cepa BK99 morreram e, "o Lo sui'ne:enpergn;tZ:;T experimentaimente a
na necropsia, apresentaram diarréia, intestino con- '
gesto e gases no estdbmago.

Os resultados dos exames bacterioldgicos
realizados a fim de detectar, no conteddo intestinal € a EXANDER, T.J.L. Neonatal diarrhoea in pigs. In: GYLES,
nas fezes dos leitdes inoculados, a presencga de col6- C.L. Escherichia coliin domestic animals and humans.
nias produtoras dos fatores de viruléncia €%oli- Oxon:CAB International, 1994. p.151-170.
cina V, originalmente presente na cepa usada para OBARCELLOS D.E.S.N., BAPTISTA, P.JH.P. Colibacilose
preparo do inécu|0’ encontram-se na tabela 1. Foi suina: novos tipos soroloégicos dé&scherichia coli

ificad . isoladas d leitd identificados em municipios do Rio Grande do Sul e Santa
verificado que nas quinze cepas isoladas dos Ieitdes,  catarina. Bol IPVDF, v.4, p.65-71, 1977,
14 (93,3%) cepas expressaram a fimbria €514
(93,3%) cepas produziram colicina V. Esses dados BRITO. B.G. de, FILIPPSEN, L.F., MORES, Mt al. Etiologia

i . . . da diarréia de leitdes lactentes em granjas suinicolas do

sugerem que os leitdes foram eficientemente colom—. sudoeste do Paran&emina,v.16, n.1, p.7-13, 1995.
zados, apesar de néo ter sido demonstrada a coloni- o o
zacdo através de exame histopatologico. Os leites BRITO: B.G. de. Fatores de viruléncia deEscherichia coli
) - isoladas de suinos com bacteridria.Londrina, 1997. 99p.
inoculados com a cepa K12-711, utilizados como Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Programa de Pés-
controle negativo no experimento, ndo apresentaram  graduagéo em Microbiologia, UEL, 1997.
diarréia. OexamF bac_terul)logmo.d_o conteuijo fecal @ priTo B.G. de. LEITE, D.S. LINHARES, RE.Cet al.
das fezes de trés animais sacrificados ndo revelou Virulence factors of uropathogenischerichia coli strains
cepas portadoras dos fatores de viruléncia estudados, isolated from pigset Microbiol, v.65, p.123-132, 1999.
conforme consta da tabela 1. BRITO, B.G. de, TAGLIARI, K.C. Sensibilidade antimicrobiana

A reproducdo experimental da colibacilose de amostras déscherichia coli isoladas de leitdes com
suina neonatal tem sido realizada com o uso de cepas d'aére'a 2pos 0 dizmaTer‘gg"i';?Arzcg‘a‘ées of Biology

. . . and Technology,v.43, n.1, p. -137, .
ETEC portadoras da fimbria Fpor outros pesquisa- o
dores (MORGANE:t al, 1978 e CASTRG@t al, 1990). BUF;GIESS, | M-N-I, _BYWAfTER, F;-J-, | C?\QLEYh, C-M-b |

P . iological evaluation of a methanol-soluble, eat-stable

Os resultgdos SdeSt_e t[abalho permitiram Cz_iraCtenzar Escherichia colienterotoxin in infant mice, pigs, rabbits and
0s mecanismos de viruléncia da cepa BK99, isolada de  calves.Infect Immun, v.21, p.526-531, 1978.
leitbes com diarréia de granja do Parana e, ao mesmo
¢ d ¢ idade d d CASTRO, AF.P., PIFFER, LA, SERAFIM, M.B.gt al.
emPO' emons raram a capaci a € da cepa de repro-  reprodugdo experimental da colibacilose suina em leitdes.
duzir a colibacilose neonatal suina. Pesq Vet Brasy.10, n.1/2, p.11-18, 1990.
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