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RESUMO

No presente trabalho foram estudadas 25 culturas de E.coli isoladas de leitbes com diarréia, quanto a producdo dos seguin-
tes fatores de viruléncia: enterotoxina terlabil (LT), enterotoxina termoestavel (STa) e os fatores de colonizagdo K88 e K99.
Foi testada a producdo de hemolisina, colicina V e resisténcia a drogas antimicrobianas, além do estudo de transferéncia por
conjugacdo dos plasmidios Col V, STa, Hly e K&88. Nove amostras {36% produziram hemolisina e Colicina V, 4 (16%) LT,
3(12%) STa e 3 (12%) K88. Das 25 cepas estudadas, 24 (96%) mostraram resisténcia a drogas e 21 (84%) resisténcia multi-
pla, das amostras resistentes 12 (50%) transferiram os marcadores de resisténcia as drogas das 9 amostras colicinogénicas, 5
transferiram o plasmidio Col V. Em 1 das 3 cepas produtoras de STa, os genes para STua foram transferidos juntos com os da
colicina V num mesmo plasmidio, Em outra cepa, o plasmidio STa foi transferido para amostra receptora simultaneamente
com o plasmidio que codifica a produgdo de colicina V e resisténcia a tetraciclina e estreptomicina. A informacdo genética pa-

ra produgdo de hemolisina e antigeno K88 nao foram transferidos para amostras receptoras.

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli, viruléncia, plasmidios, resisténcia a drogas.

1. INTRODUCGCAO

As doengas entéricas em suinos sdo da maior importéin-
cia em virtude das perdas econdmicas que causam ao produ-

tor (BEER, 1981; HARRIS & LOCK, 1975), destacando-se
por sua prevaléncia, a E. coli enteropatogénica que afeta os
leitdes em diferentes faixas etdrias, principalmente nas pri-
meiras horas ap6s o nascimento, causando diarréia (WIL-
LINGER, 1981).

As cepas de E. coli enteropatogénicas envolvidas nas
diarréias dos suinos, estdo mais freqiientemente distribuidas
nos sorogrupos 08, 09, 020, 045, 0101, 0138, 0139, 0141,
0147, 0149 e 0157 (CHEN et alii 1984); ORSKOV & ORS-
KOV, 1979).

A enteropatogenicidade da E. coli estd estreitamente re-
lacionada com a capacidade de adesdo pelo pili ou fimbriae
desta bactéria a parede do intestino delgado e de produzir
enterotoxina (KOHLER, 1972; GAATRA & GRAAF,
1982), sendo o fator de colonizagdo freqlientemente detec-
tado, o K88 (ORSKOV et alii, 1979) com trés tipos: K88
ab, K88 ac e K88 ad (GUINEE, 1979). Em algumas amos-
tras enteropatogénicas para suinos também tem sido iden-
tificados os antigenos K99, 987p e F41 (MOON, 1977,
MORRIS, 1982 e 1983).

Os determinantes genéticos responsiveis pela produgdo .

destes antigenos de superficie assim como a produgdo de
enterotoxinas LT (termoldbil) e ST (termoestavel) locali-
zam-se nos plasmidios (ORSKOV, 1966; SMITH & HALLS,
"1968). A presenga dos pasmidios Ent e K88 ¢ suficiente pa-
ra converter cepas de E. coli da flora intestinal normal de
suinos em amostras enteropatogénicas (SMITH & LING-
GOOD, 1971).

Determinadas cepas de F. coli podem produzir colicina,
que diferentes pesquisadores procuram correlacionar com a
eventual patogenicidade da amostra (BRANDIS & SMAR-
DA, 1971) e uma porcentagem relativamente alta das cepas
enteropatogénicas de E. coli também apresentam proprieda-
des homolisantes. (WITTIG, 1968).

Em relag¢ao a resisténcia a antimicrobianos, um numero
cada vez maior de cepas de E. coli apresentam resisténcia a
uma ou mais dtogas (WILLINGER, 1981 e CHEN et alii,
1984). Parte desta resisténcia é mediada por plasmidios R,
os quais podem mobilizar ou contransferir os fatores de vi-
ruléncia (ELWELL et alii, 1980). Um plasmidio conjugativo
com informag¢fo genética para a sintese de toxina ST e LT
e resisténcia a tetracilcina (Tc) e estreptomicina (Sm), foi
isolado de L. coli de origem suina (GYLES et alii, 1977).
A transferéncia “in vivo™ deste plasmidio foi demonstra-
da em 1978, pelo mesmo pesquisador.

O objetivo deste trabalho foi o de estudar diferentes ce-
pas de E. coli isoladas de leitGes com diarréia na regido de
Londrina, no que se refere a transferéncia genética de plas-
midios que medeiam a produg¢do de enterotoxina, antigenos
de aderéncia, hemolisina e colicina assim como a contrans-
feréncia destas caracteristicas com os plasmidios R. trans-
missiveis.

2. MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram estudadas 25 cepas de £,
coli isoladas a partir de fezes coletadas de suinos com diar-
réia.

Para os experimentos de conjuga¢ao foram utilizadas co-
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mo receptoras as amostras de E. coli K 12 711 (phe his pro
trp lac Nal Ry C 600 (thr leu thy thi lac NalR) e J 53 (pro
met thi). Como indicadoras para a produgdo de colicina foi
empregada a cepa MA 335 e para a tipagem as linhagens
20 R 675(Col E{), 20 R 676 (Col E5), 22 R 81 (Col 1), 22
R 82 (Col Ia), 22 R 83 (Col Ib), 20 R 914 (Col K), 20 R
915 (Col V)e 20 R 996 (Col B).

Para o siolamento de E. coli seguiu-se o esquema reco-
mendado por WILLINGER (1981), a tipagem sorolégica foi
realizada no Departamento de Microbiologia e Imunologia,
UNICAMP, a colicina foi tipificada pela técnica de AZEVE-
DO e COSTA (1973) e a produgido de hemolisina em 4gar
sangue ovino.

Os testes de resisténcia a drogas antimicrobianas foram
efetuadas pelo método da diluigdo em placa utilizando-se o
agar de Muller Hinton (DIFCO) ou Tripticase Soy agar
(Difco).

Para a detec¢do da enterotoxina Sta foi empregado o tes-
te do camundongo neonato segundo DEAN et alii (1972) e
a LT foi testada pelo método da imunohemolise passiva
(CASTRO et alii, 1980). Os antigenos de aderéncia foram
verificados pelo método de hemaglutinagdo manose resis-
tentes. (JONES e RUTTER, 1974).

A transferéncia dos plasmidios Ent, Hly, K 88, Col ¢ R
foi efetuada segundo SMITH & LINGGOOD. A transfe-
réncia do antigeno K 88 foi testada em 200 coldnias sele-
cionadas em meio MacConkey contendo Nal e a transfe-
réncia da produgdo de colicina em 50 coldnias, crescidas no
mesmo meio. Os transconjugantes resistentes as drogas e
os produtores de colicina foram testados para produg¢do de
toxina Sta.

Os plasmidios foram analisados pela eletroforese em gel
de agarose descrita por ECKHARDT (1978) e os pesos
moleculares estimados utilizando-se os plasm{dios de refe-
réncia Ent P 307 (LT, ST, 54 x 10© daltons) RR 4 (T¢ Km,
Ap, 35 x 100 daltons) Sa(Su, Sm Ap Km, 23 x 100 daltons)
e p BR 322 (Tc, Ap, 2,6 x 100 daltons).

3. RESULTADOS

Das 25 culturas de E. coli examinadas 2 foram tipifica-
das como sendo do sorogrupo O 149;K 91 K 88 ac. As de-
mais cepas ndo foram classificadas sorolégicamente pelo
conjunto de antisoros utilizados.

Na tabela I estdo relacionados os resultados referentes a
produ¢do de hemolisina, colicina V, antigenos de aderéncia
e toxinas. Das 25 culturas, 9 (36%) apresentaram hemolisi-
na, 9 (36%) produziram colicina V, e destas, 2 ainda produ-
ziram Sta e 1 Sta e LT. A enterotoxina foi identificada em

7 (28%) amostras sendo a LT detectada em 4 (16%) e a
STa em 3 (12%). Uma cepa mostrou as duas toxinas. O an-
tigeno de aderéncia K88 foi demonstrado em 3 (12%) cul-
turas produtoras de LT. Nenhuma cepa apresentou o K99.

A Tabela II mostra o nivel e o modelo de resisténcia
antimicrobiana das E. coli isoladas. Das 25 culturas pesqui-
sadas, 24 (96%) apresentaram resisténcia a destas 21 (84%)
resisténcia multipla. A tetraciclina 24 (96%) se apresen-
taram resistentes, a sulfadiazima 17 (68%), 4 estreptomicina
14 (56%) e ao cloranfenicol 10 (40%).

As amostras foram analisadas eletroforeticamente em gel
de agarose constatando-se a presenga de um nimero de plas-
midios que variou entre 2 a 6 (Fig. e II).

Os experimentos de conjugagdo mostraram que 50% das
amostras possuiam plasmidios R conjugativos (Tabela III).
Das 9 amostras colicinogénicas, 5 transferiram os plasmi-
dios Col V (amostras 8, 14, 17, 22 e 25) e a produgdo de
hemolisina foi transferida apenas na amostra 25, de 8 amos-
tras testadas. Nas tentativas de transferéncia do antigeno
K88 nio se obteve nenhum transconjugante K88+ com o
numero de amostras testadas.

Além da alta percentagem de plasmidios R e col conjuga-
tivos, foi encontrado 1 plasmidios codificando a produgdo
de colicina V e toxina STa na amostra 22. Esta amostra
também apresentcu um plasmidio R conjugativo responsa-
vel pela resisténcia 4 Tc e Sm. A amostra 711 que recebeu
os dois plasmidios (transconjugante 711/R Col Sta) foi uti-
lizada para o estudo de retransferéncia com a amostra C600
¢ eletroforese em Gel de agarose.

A figura 3 mostra a andlise eletroforética da amostra 22
e os transconjugantes obtidos. A amostra 22 possue 4 plas-
midios, bandas A, B, C ¢ D (1); o transconjugante 711/R
Col Sta também apresentou as bandas A, B e C (2); o trans-
conjugantes 711/Col Sta apresentou apenas a banda B (3) e
o transconjugante obtido da retransferéncia, C600/Col ST
também recebeu o mesmo plasmidio, banda B(4)

A amostra 8 transferiu por conjugagdo para a receptora
711, a produgdo de colicina V, toxina STa e resisténcia a Tc
e Sm. A analise eltroforética da amostra mostrou a presenca
de 5 plasmidios (Fig. 4, bandas A, B, C, D e E). Ainda na
Fig. 4 verifica-se que o transconjugante 711/R Col ST (2)
recebeu 2 plasmidios (bandas B e E), enquanto que o trans-
conjugante obtido da retransferéncia C600/R Col (5,6)
apresentaram apenas a banda B. Estes transconjugantes ndo
apresentaram a produgdo de toxina Sta, indicando que o
plasmidio Sta é o de baixo peso molecular aproximadamen-
te 1,6 x 106 daltons e provavelmente foi mobilizado pelo
plasmidio de resisténcia a Tc, Sm e Col V. (54 x 100 dal-
tons).

TABELA 1
FATORES DE VIRULENCIA DAS AMOSTRAS DE Escherichia coli ISOLADOS DE SUINOS, LONDRINA - PR.

Fatores Amostras N9 amostras %

Hly 1,2,4,7,12,14,23,24 ¢ 25 09 36

Col V 7,8,12,14,17,18,20,22¢ 25 09 36

ST(a) 7,8¢e22 03 12
. LT 2,4,8¢24 04 16

K88 2,4e24 03 12

Hly — Hemolisina

ColV — Colicina

STa — Toxina termoestdvel

LT — Toxina termolabil

K88 — Antigeno de ades@o

Total de amostras analisadas: 25

39



Semina, 7 {especial) : 38-43, 1986

VIDOTTO et alii
TABELA 2
Nivel e modelo de resisténcia as drogas antimicrobianas em 25 amostras de E. coli isoladas de suinos
Amostras Ap Cm Tc Su Km Sm  Modelo de Resisténcia
1 > 1000 350 150 350 - 50  ApCmTc SuSm
2 — 350 200 - ~ 50 Cm Tc Sm
3 - - 50 — - — Tc
4 > 1000 350 200 350 > 1000 50 Ap Cm Tc SuKm
5 — — 200 > 1000 - 100 SuTec Su
6 — — 200 > 1000 - 150 SuTc Sm
7 — — 100 - - 100 TcSm
8 — - 200 — - 150  TcSm
9 — — 150 — - — Tc
10 — — 200 > 1000 - 150  Tc SuSm
11 > 1000 200 200 > 1000 1000 200 Ap Cm Tc Km Su Sm
12 — - 200 > 1000 500 — Tc Su Km
13 — — 200 > 1000 — — Tc Su
14 _ 350 150 > 1000 — 150 Cm Tc Su Sm
15 - — 150 — - — Tc
16 — — 100 > 1000 - 150  Tc SuSm
17 — — - - - — —
18 — 200 200 1000 - 100 Tc Cm Su Sm
19 > 1000 350 200 > 1000 > 1000 - Ap Cm Tc SuKm
20 — 200 200 1000 - — Tc Cm Su
21 — — 200 1000 — 100 Tc SuSm
22 — — 350 — - 50 TcSm
23 — 350 200 1000 - — Ap Cm Tc
24 - 350 200 1000 - — ApCm Tc
25 — — 200 350 - — Tc Su

Ap (ampicilina), Cm (cloranfenicol), Tc (tetraciclina), Su (sulfadiazina), Km (Kanamicina), Sm (estreptomicina).
Concentragdo de antibidticos: ug/ml

TABELA 3
Transferéncia da resisténcia aos antimicrobianos (R) de 12 amostras resistentes de £. coli isoladas de sufnos para a receptora
K12.711.
Amostras Modelo Resisténcia Resisténcias transferidas
Ap Cm Km Sm Su Tc

1 Ap Cm Tc Sm Su + +

2 Cm Tc Sm + + +

3 Tc +

4 Ap Cm Tc Su Km + + + + +

8 Tc Sm + +
11 Ap Cu Tc Km Su Sm + + +
13 Tc Su +
19 Ap Cm Tc SuKm +
20 Cm Tc Su +
22 Tc Sm +
23 ApCm Tc¢ + + +
24 ApCm Tc + + +

Ap (ampicilina), Cm (cloranfenicol), T¢ (tetraciclina), Su (sulfadiazina), Km (kanamicina), Sm (estreptomicina).
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Figura 1
Anilise eletroforética das amostras de E. coli, linhagem 1 a
11 (1 - 11), e os plasmidios de referéncias: P307, RP4, Sa e
pBR322 (12 - 15).

Figura 2

Analise eletroforética das amostras de E. coli, linhagem 12 a
22 (1 - 11) e os plasmidios P307, RP4, Sa e pBR322 (12 -
15). .

. Figura 3
Andlise eletroforética da amostra 8(1), 711/R Col STa (2),
2 transconjugantes 711/R Col (3 e 4), 2 C600 / R Col (5
e 6) e os plasmidios de referéncias P307, RP4, Sa, pBR322
e V517(7-11).

4. DISCUSSAO

Foram detectados fatores de viruléncia em 25 amostras
de E. coli isoladas de suinos na regido de Londrina e alguns
destes fatores demonstraram ser transferiveis para amostras
ndo patogénicas.

Em 127 culturas, CHEN et alii (1984) verificaram ST em
21,3%, ST em 8,7%, antfgeno K99 em 11% ¢ K88 em 1
amostra; e CASTRO et alii (1981), examinando 477 amos-
tras de E. coli detectaram LT em 8(1,67%) das quais uma
com antigeno K88, enquanto que das 86 (18,02%) STa-
positivas, 9 com K88. Embora o nimero de amostras anali-
sadas neste trabalho tenha sido limitado (25) encontrou-se
3 (12%) amostras produtoras de STa, 4 (16%) LT, 3 (12%)
K88 ¢ 9(36%)Col V.

Figura 4
Andlise eletroforética da amostra 22 (1), 711 / R col STa
(2), 711 /Col STa (3), C600 / Col STa (4) € os plasmidios
P307, RP4, Sa, pBR322 (5 - 8).

DJONNE (1985) examinando 315 cepas de E. coli cau-
sadoras de diarréias em leitdes neonatos, verificou que
100% das cepas produtoras de enterotoxina e 99% das pro-
dutoras de antigeno K88 e K99 produziram colicina, mas
17% das nio enteropatogénicas e 23% das cepas que nio
possuiam antigeno K, também o fizeram.

Apesar dos dados de DJONNE indicar que praticamente
todas E. coli produtoras de ST, LT e antigenos de aderéncia
serem também colicinogénicas, assim como BRANDIS &
SMARDA (1971) e OZANNE (1977), correlacionarem a
producdo de colicina com enteropatogenicidade, neste tra-
balho foram encontradas 3 amostras LT e K88 ndo produ-
toras de colicinas, indicando ser esta uma caracteristica nio
essencial. Entretanto, também foi detectado alta freqliéncia
de plasmidios Col conjugativos, inclusive cotransferindo os
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genes para toxina STa (amostra 22), dados estes concordan-
tes com os de HARNETT (1985), o que poderia explicar a
alta incidéncia de amostras enteropatogénicas colicinogéni-
cas. Ainda, a alta incidéncia destas amostras poderia ser ex-
plicada, pela a¢do da colicina, que parece conferir a bacté-
ria, a capacidade de sobrevivéncia no trato digestivo de uma
variedade de animais. Este fato ficou demonstrado no tra-
balho de SMITH, (1976), quando uma mistura de cepas
Col V* e Col V— foi administrado a voluntdrios humanos;
as amostras Col VT apresentaram-se dominantes nas fezes.

A produg¢do de hemolisinas tem sido encontrada em por-
centagem relativamente alta nas cepas isoladas de suinos
com diarréia (WITTIG, 1968). Esta caracteristica foi detec-
tada em 9 (36%) das amostras estudadas e verificou-se que
duas delas (8 e 22) eram enterotoxigénicas mas ndo hemoli-
ticas. Portanto, a hemolise ndo pode ser utilizada como
prova definitiva de patogenicidade, j4 que em diferentes re-
gides ocorrem cepas enteropatogénicas ndo hemoliticas
(WITTIG, 1968). SMITH &LINGGOOD, (1971) estudando
o plasmidio Hly em associagdo com plasmidios Ent e K88,
ndo conseguiram também correlacionar o seu papel com a
enteropatogenicidade.

SMITH & HALLS (1967) encontraram plasmidios Hly
transmissiveis, ¢ neste trabalho das 8 amostras analisadas,
apenas uma conseguiu transferir o fator Hly. -

O antigeno K88 ndo foi transferido das 3 amostras
K88*, mas isto ndo exclui a possibilidade de transferéncia
porque este plasmidio poderia ser transferido em baixa fre-

qiiéncia e ndo ter sido detectado em fungdo do pequeno
nimero de amostras analisadas. A informagdo genética para
o K88 pode estar em plasmidios conjugativos ou ndo con-
jugativos (GAATRA &GRAAF, 1982).

Outro plasmidio importante encontrado em alta fre-
quéncia nas amostras de E. coli enteropatogénicas foi o
plasmidio R, que além de conferir resisténcia multipla aos
antimicrobianos em altos niveis de concentragdo da droga
(Tabela II) foi transferido por conjugagdo em 50% das
amostras, resultados coincidentes aos achados de CHEN et
alii, 1984. Esta transferéncia foi demonstrada “in vivo”
por SMITH (1970), quando verificou que com a adminis-
tragdo da mistura de Sm e oxytetraciclina aos suinos, ocor-
ria a transferéncia da resisténcia a Tc da cepa doadora para
a receptora resistente & Sm.

Alguns plasmidios R também carregam genes para pro-
dugdo de toxinas como o plasmidio pCG86 que codifica
resisténcia a Su, Sm e Tc e producdo de LT ST (GYLES et
alii, 1977) ou mobilizam outros plasmidios de viruléncia
ndo conjugativos como foi verificado na amostra 8, onde o
plasmidio codificando resisténcia 4 Tc ¢ Sm e produgdo de
Colicina V mobilizou a transferéncia do plasmidio STa.

Estes dados sugerem que o uso indiscriminado de anti-
bi6éticos na suinocultura moderna como aditivos em ragdo
animal, pode aumentar a distribui¢do de bactérias enteroto-
xigénicas resistentes as drogas.
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ABSTRACT

The production of heat-stable (STa) and heat-labile (LT) enterotoxins, K88 and K99 colonization factores were studied
in 25 E. coli strains isolated from diarrhoeal piglets, . The production of hemolysin, colicin V, drug ressitance characteres of
the same strains and the transference of Col V, STa, Hly and K88 plasmids were also analysed by conjugation. 9(36%) strains
produced both hemolisin and colicin V, 4(16%) LT, 3(12%) ST and 3(12%) K88. 24 {96%) strains were resistant to antibiotic,
with 21 (84%) of them showing multiple resistence. The antihiotic resistance warkers and colicin, 12({50%) and 5({55%)
strains were capable of transfering these characteristics. After studing 3 STa producing strains, is was seen that in one of them
STa genes were located along with colicin 'V on a conjugative plasmid. In the other strains the STa plasmid was transferred
simultaneouly with the plasmid carring colicin 'V and drug resistance gene agaisnt tetracycline and streptomycin. Genetic
information coding the production of hemolision and K88 were not in plasmid conjugative.

KEY-WORDS: Escherichia coli, virulence, plasmids, drugs resistance,
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