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Escherichia coli is a Gram-negative bacterium most commonly isolated from
intra and extraintestinal infections in both man and in other animals such as
pigs and calves. Six distinct groups of E. coli can be identified by the type of
toxin and the clinical signals they produce. Among these, E. coli enterotoxi-
genic (ETEC) is the most commonly found and produces two types of toxin:
heat-labile (LT-I and LT-II) and heat-stable (STa and STb). Another virulence
factor of E. coli is the presence of adhesive antigens that enable the bacterium
linking to host cells. Adhesins more frequently found in bacteria that produces
diarrhea in cattle are F5 (K99), F17 and F41. The objective of this study was
to identify by PCR virulence factors present in Escherichia coli strains isolated
from diarrhoeagenic stool of calves from the region of Feira de Santana, Bahia,
Brazil. Of the thirty isolated strains, twenty-eight (93.3%) were positive for at
least one of the virulence factors studied in this work. Entorotoxin genes Stx-1
and LT-2 were present in 40% and 46.6% of the strains, while fimbrial adhesins
genes F5 and F17, were present in 63% and 30% of the strains, respectively.
Cytotoxic Necrotizing Factors (CNF1 and CNF2), STa and F41 genes were not
found in any of the strains. Biological phenotypic characterization using in vi-
tro cultivated Vero cells which indicates either the presence of Stx and LT genes
were positive in 40% and 46.6% of the strains, respectively.
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RESUMO. Escherichia coli é uma bactéria Gram-ne-  distintos de E. coli podem ser identificado pelo tipo
gativa mais comumente isolada de infecgdes intrae  de toxina que produzem e pelos sinais clinicos que
extraintestinais, tanto no homem quanto em outros  causam. Dentre estes, estd E. coli enterotoxigéni-
animais tais como suinos e bezerros. Seis grupos ca (ETEC), que produz comumente dois tipos de
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toxinas: termo-labil (LT-I e LT-II) e termo-estavel
(STa e STb). Outro fator de viruléncia de E. coli é a
presenca de antigenos de aderéncia, muitas vezes
estruturas do tipo fimbria, que permitem a ligagao
da bactéria as células do hospedeiro. As adesinas
mais frequentemente encontradas em bovinos sao
F5 (K99), F17 e F41. O objetivo do presente estudo
foi identificar os fatores de viruléncia presentes nas
amostras de E. coli isoladas de bezerros com diar-
réia na regido de Feira de Santana, Bahia, Brasil.
Das trinta cepas isoladas, 28 (93,3%) foram positi-
vas para pelo menos um dos fatores de viruléncia
envolvidos no presente trabalho. Genes da ente-
rotoxina Stx-1 e LT-2 estavam presentes em 40%
e 46,6% dos isolados, enquanto que os genes das
adesinas fimbriais F5 e F17, estavam presentes em
63% e 30% das cepas, respectivamente. Genes dos
fatores citotoxicos necrosantes (CNF1 e CNF2), STa
e F41 ndo foram encontrados em nenhuma das ce-
pas. Caracterizagdao bioldgica fenotifica utilizando
cultivo in vitro de células Vero, no qual indica tam-
bém a presenca de genes de STx e LT foram posi-
tivas em 40% e 46,6% das cepas, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE. Bezerros, diarréia, Escherichia coli,
fatores de viruléncia.

INTRODUCAO

A diarreia em bezerros é uma sindrome que
ocorre em muitos paises do mundo, principal-
mente subdesenvolvidos (Barragry 1997) sendo
uma importante causa de perdas econdmicas dire-
tas e indiretas, devido a mortalidade de animais,
reduzida desempenho, aumentando gastos com
medicamentos, aumento da resisténcia da popu-
lacdo bacteriana a antimicrobianos, existéncia de
animais-reservatorios de patégenos, entre outros
(Oliveira 2000).

Escherichia coli é um dos agentes etiol6gicos mais
frequentemente isolado em casos de diarréia em
seres humanos e em outras espécies animais, prin-
cipalmente bovinos e suinos jovens (Savadori et al.
2003). A maioria das cepas de E. coli presentes no
trato gastrintestinal sdo comensais nao patogénicas,
mas existem amostras que podem ser patogénicas
devido a capacidade que possuem de aderir a e/ou
invadir células intestinas e produzir toxinas (Nata-
ro & Kaper 1998, Amorim, 2002). A patogenicidade
de E. coli é um mecanismo multifatorial e complexo
que envolve varios fatores de viruléncia de acordo
com o sorotipo da cepa pesquisada. Cepas patogeé-
nicas isoladas de bovinos podem apresentar fato-
res de viruléncia como lipopolissacarideos (LPS),
adesinas, fatores necrosantes citotéxicos (CNF1 e

CNF2), hemolisianas (alfa e beta), citotoxinas Shi-
ga-like (STx1 e STx2) e enterotoxinas (STa, STb, LT1
e LT2) (Gonzales & Blanco 1987, Hirsh & Zee 2003).

As diferentes cepas de E. coli responsaveis prin-
cipalmente por distirbios entéricos podem ser
agrupadas em seis tipos, de acordo com a capaci-
dade de produgao de determinadas toxinas, de in-
vasao celular ou de manifestacdo de sintomas cli-
nicos no homem e/ou animais, sendo elas: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasoras
(EIEC), E. coli enteropatogénica classica (EPEC),
E. coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli entero-
agregativas (EAEC) e E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) (Nataro & Kaper 1998).

Dentre as linhagens de E. coli relacionadas a dis-
tarbios entéricos, a ETEC é um dos principais agen-
tes causadores de diarreia em bezerros com até 60
dias de idade. O processo infeccioso produzido por
ETECs resulta em diarreia, devido a acdo de uma
ou mais enterotoxinas, o que pode causar severa
desidratacdo e levar o animal a morte. As ETECs
podem produzir toxinas termolabeis (LT-1 e LT-2)
e toxinas termoestaveis (STa e STb) (Menezes et al.
2003). Além das toxinas, estas cepas apresentam
a capacidade de expressar adesinas, fimbriais ou
ndo, que permitem que as mesmas liguem-se as
células epiteliais intestinais e, consequentemente,
causar o efeito biol6gico (diarreia) devido a expres-
sdo da(s) toxina(s) (Smith & Gyles 1970, Smith &
Lingood 1972). As adesinas expressas na superficie
bacterianas, também sdo conhecidas como fatores
de colonizacdo (CFA), os quais sdo de natureza
proteica, imunogénicas, reconhecendo receptores
especificos nas células intestinais (Trabulsi 2004).
Os CFAs identificados,até agora, em amostras de
ETEC isoladas de bezerros sdao as adesinas fim-
briais F5 (K99), F41 e F17 (Babai et al. 1997, Contre-
pois et al. 1998, Salvadori et al. 2003).

No Brasil, a colibacilose (diarréia) de bezerros é
muito comum, embora ndo se saiba sua prevalén-
cia exata devido as disparidades existentes nas di-
ferentes regides criadoras de gado. Também, nao se
tem a prevaléncia dos genes presentes nestas regi-
Oes exatamente devido as disparidades existentes.
Salvadori et al. (2003) e Rigobelo et al. (2006), rea-
lizaram estudos na regido Centro Oeste do Brasil e
Noroeste de Sao Paulo, respectivamente, e obser-
varam a presenca de amostras de E. coli produtoras
de toxinas.

A Bahia possui o maior rebanho bovino do Nor-
deste e estd sendo credenciada para exportar car-
nes para a Europa e Oriente e ndo h4, até o presente
momento, estudos epidemioldgicos acerca da pre-
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valéncia de colibaciloses no Estado. Sendo assim,
o objetivo deste estudo foi identificar a presenca
de fatores de viruléncia em amostras de E. coli iso-
ladas de fezes diarreicas de bezerros na regido de
Feira de Santana, BA.

MATERIAL E METODOS

Trinta amostras fecais de bezerros com idade entre
zero e trés meses de idade foram coletadas no periodo de
agosto a dezembro de 2010, em diferentes fazendas da
regiao de Feira de Santana, BA e encaminhadas ao Labo-
ratério de Microbiologia Aplicada a Satde Publica - LA-
MASP, da UEFS, para analise microbioldgica. As amos-
tras utilizadas como controles positivos e negativos, nesse
estudo, foram as linhagens O26:H11 (STx1+), O157:H-
(STx2+), H10407 (LT-1+, STa+), PCD (LT-2+), 40MR48
(CNF1+), B26a (CNF2+), O141:K- (F41+), O101:K- (F5+),
ATT25 (F17a+) e K12C600 (cepa nao toxigénica).

As amostras fecais foram diluidas em tampao fosfato
pH 7,4, esterilizado, semeadas em meio de cultura Agar
MacConkey e incubadas por 24h a 37°C. Apés o perio-
do de incubacdo, foi possivel o isolamento de colonias
fermentadoras ou ndo de lactose. As colonias lactose po-
sitivas foram inoculadas em meio BHI (Brain-heart infu-
sion broth) por 24h a 37°C, para posterior identificacdo
bioquimica de Enterobacteriaceae.

As coldnias crescidas em BHI foram semeadas nos
meios EPM, MILi e Citrato de Simmons, conforme meto-
dologia descrita por Johnson & Case (1995), sendo feita a
verificacdo da atividade metabdlica das bactérias sobre
0s substratos presentes nos referidos meios de cultura.
As coldnias identificadas como E. coli foram estocadas
em meio LB Broth (Lennox) para a realizagdo de estudos
dos fatores de viruléncia no Laboratério de Fatores de

Viruléncia em Bactérias do Departamento de Genética,
Evolugdo e Bioagentes do Instituto de Biologia da Uni-
camp, Campinas, Sao Paulo.

A reacdo da PCR foi realizada em microtubos indi-
viduais e adicionaram-se 3mL de tampao (10mM Tris-
-HCI com pH 8,3 e 50mM KClI); 3mL de MgCl, 25mM;
0,25mL de dNTP (Fermentas, 5mM); 1mL de cada primer
(Tabela 1) reverso e direto (20mM) e 0,25mL de enzima
Taq polimerase 1U/mL (Fermentas). Cada reagdo conte-
ve 50pg de DNA gen6mico e teve seu volume ajustado
para 30mL com dgua MiliQ estéril.

As reagdes foram realizadas em termociclador (Mas-
tercycler Gradient, Eppendorf) por 30 ciclos, sendo:
desnaturagdo a 94°C por 5min; anelamento por 1 min; e
extensao de 72°C por 7 min, finalizando a 4°C e foram re-
alizadas em triplicata e comparas a cepas de E. coli padrao
para cada gene pesquisado, mantidas na bacterioteca.

Os produtos da PCR foram separados por eletrofo-
rese em gel agarose 2% (Amershan Pharmacia Biotech/
Suécia) em tampao Tris 2M, acido acético 0,04M, EDTA
0,01M pHS8 (TAE) e a corrida foi realizada a 100V por 1h.
A identificagdo da banda foi feita mediante incubacdo em
solugdo de Brometo de etidio (1,5mg/mL) por 15 minu-
tos e examinadas em transiluminador de luz UV 302nm.

No cultivo celular, utilizaram-se células Vero pro-
venientes de rim de macaco verde africano, obtidas dos
estoques do Laboratério de Cultura Celular (Departa-
mento de Genética, Evolucao e Bioagentes, Instituto de
Biologia, Unicamp), que foram lavadas com meio Eagle
(Cultilab) e transferidas para uma garrafa de cultura de
células contendo meio Eagle suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB, Cultilab). Os frascos de cultura
foram incubados em estufa a 37°C por 48h, até formacao
de tapete celular. Apds esse periodo, o meio de cultu-
ra foi descartado, sendo adicionada a cultura celular a

Tabela 1. Iniciadores utilizados no estudo de amostras de Escherichia coli isoladas de bezerros

com diarreia.

Primers® Oligonucleotideos Tamanho Anelamento Referéncias
iniciadores (pb) Temp. (°C)
CNF1  5-CCACCTGCAGCAACAAGAGG-3
5-GAACTTATTAAGGATAGT-3 543 45°C Blanco et al. (1994)
CNF2  5-CATTATTTATAACGCTG-3
5-AATCTAATTAAAGAGAAC-3 543 44 °C Blanco et al. (1994)
LT-1 5-CATTATTTATAACGCTG-3
5-TATCCTCTCTATATGCACAG-3 480 48 °C Caprioli et al. (1987)
LT-2 5-CTGTAGTGGAAGCTGTTATA-3
5-AGATATAATGATGGATATGTATC-3 300 48°C  Roosendal et al. (1984)
STa 5-TAACCCTCGAAATAAATCTC-3
5-TCCGTGAAACAACATGACGG-3 244 60°C  Shimizu et al. (1987)
STx-1 ~ 5-ATAACATCCAGCACAGGCAG-3
5-AGGTTGCAGCTCTCTTTCAATA-3 364 57°C Jackson et al. (1987)
STx-2  5-TGCAAACAAATTATCCCCTGAG-3
5-GGGCAGTTATTTITGCTGTGGA-3 386 59 °C Jackson et al. (1987)
F5(K99) 5-GTATCTGCCTGAAGCTGAA-3
5-TGGGACTACCAATGCTTCTG-3 450 60°C  Paton & Paton (1998)
F17 5-TATCCACCATTAGACGGAGC-3
5-GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG-3 537 65°C Babai et al. (1997)
F41 5-CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC-3
5-GAGGGACTTTCATCTTTTAG-3 431 56 °C Elwell L.P. (1980)

2descrigdo, sequéncia, temperatura de anelamento, tamanho do produto amplificado e referéncia de
cada iniciador
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solucdo de Tripsina-versene (ATV, IAL) para o descola-
mento do tapete celular. As células foram entdo ressus-
pensas em meio Eagle acrescido de 10% de SBF, em na-
mero estimado de 2,5x10° células/mL. A suspensdo de
células foi distribuida em microplacas de 96 cavidades,
em volume de 0,1mL por cavidade e incubadas em at-
mosfera de 5% de CO, por 24h a 37°C (Yano et al. 1986).

Para a producao de toxinas de E. coli, no intuito da
analise do efieto citot6xico e citotonico em células Vero,
as amostras foram cultivadas no meio de cultura TSB
(Tryptone Soya Broth) e incubadas a 37°C por 18 ho-
ras com agitacdo a 150rpm. Centrifugou-se a cultura a
10.000rpm por 15 minutos e os sobrenadantes filtrados
em membrana (Millipore 0,22um).

A produgdo de toxina foi detectada através do efeito
citopatico em células Vero como descrito por Yano et al.
(1986). O sobrenadante de cada cultura foi aplicado na
monocamada de células Vero, em meio de MEM (meio
minimo essencial de Eagle). As placas de células foram
incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO,. Os efei-
tos citotonico e citotéxico nas células foram observados
ap6s 24 horas em microscépio de contraste de fase in-
vertido (Nikon).

Para a avaliagdo da producdo de hemolisina, as
amostras de E. coli foram semeadas em &gar sangue e
incubadas a 37°C por 18 horas para a deteccao de a-Hly
e para a deteccdo de E-Hly, foi utilizado o meio basico
de Beutin contendo CaCl, (MERK) e eritrécitos de car-
neiro lavados. As amostras foram incubadas a 37°C por
18 horas (Beutin 1991).

RESULTADOS

Das 30 amostras fecais coletadas, foram isoladas
120 coldnias fermentadoras de lactose. Pela anéali-

M 1882 34 6 6 7

se da série bioquimica para Enterobacteriaceae, foi
confirmada a presenca de E. coli em 30 (25%) amos-
tras fermentadoras de lactose.

Nas Tabelas 2 e 3 observam-se a prevaléncia de
amostras bacterianas portadoras de genes de viru-
léncia de ETEC, isoladas dos bezerros diarreiogéni-
cos. Das 30 amostras submetidas a PCR, 26 (86,6%)
apresentaram produtos de amplificacdo com mi-
gracao eletroforética compativeis com a dos frag-

Tabela 2. Amostras de Escherichia coli toxigénicas isoladas de
bezerros com diarreia

Toxinas N° (%)
CNF1 0
CNF2 0
LT-1 0

LT-2 14 (46,6)

STx-1 12 (40,0)
STx-2 0
STa 0

LT-2eSTx-1 4(13,3)

Tabela 3. Amostras de Escherichia coli produtoras de adesinas
fimbriais isoladas de bezerros com diarreia e associadas com
toxinas

Fimbria N° (%)
F17 9 (30,0)
K99 19 (63,0)
F41 0
F17 e K99 9 (30,0)
F17 e LT-2 9 (30,0)
F17 e STx-1 5 (16,6)
F17,LT2 e K99 4 (154)
F17, LT-2, STx-1 e K99 5 (13,3)

Figura 1. Gel de agarose (2%) representativo do perfil genotipico de viruléncia obtido
através da PCR. (A) Gene LT-2. (M) Padrao de peso molecular de 100pb; (1) Escherichia
coli K12 (controle negativo); (2) E. coli PCD(LT-2") controle positivo; (3-7) amostras
positivas para LT-2; (B) Gene STx-1. (M) Padrdo de peso molecular de 100pb; (1) E. coli
K12 (controle negativo); (2) E. coli O26:11(STx-1*) controle positivo; (3) pool de amos-
tras positivas para STx-1; (C) Gene F17. (M) Padrao de peso molecular de 100pb; (1) E.
coli ATT25 (F17a*) controle positivo; (2) E. coli K12 (controle negativo); (3-9) amostras

positivas para F17.
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mentos de amplificagdo dos genes Stx-1 e LT-2 e 28
(93,3%) foram compativeis com os fragmentos dos
genes K99 e F17 (Figura 1), presentes nas amostras
controle positivo.

Os efeitos citopéticos em células Vero compati-
veis com a produgdo de STx e LT foram encontra-
dos em 12 (40%) e 14 (46,6%) das linhagens respec-
tivamente (Tabela 2). Das trinta amostras testadas,
26 apresentaram algum tipo de efeito em células
Vero e quatro ndo apresentaram efeito algum. A
Figura 2 mostra os efeitos das diferentes toxinas
produzidas pelas amostras em células Vero.

Nao se detectou em nenhuma das 30 amostras
estudadas a producdo de a-hemolisinas e entero-
hemolisinas.

DISCUSSAO

A colibacilose neonatal em bezerros é uma das
mais importantes moléstias em termo de morta-
lidade, causando elevados prejuizos econdmicos
a pecuaria brasileira. O principal grupo de E. coli
responsavel pela diarréia em bezerros é E. coli en-
terotoxigénica (ETEC) (Leomil et al. 2003, Rigoblo
et al. 2006).

Para que as Escherichia coli sejam capazes de cau-
sar moléstias entéricas em bezerros é indispensavel
que a bactéria apresente pelo menos duas caracte-
risticas principais: capacidade de aderir as células
epiteliais do intestino, resultando na colonizagao
e capacidade de produzir toxinas, relacionadas a
enteropatogenicidade (Amorim 2002). Neste traba-
lho, das 30 amostras de E. coli estudadas de bezer-
ros diarreiogénicos, foram encontrados 28 (93,3%)
amostras positivas para pelo menos um dos fato-
res de viruléncia envolvidos neste estudo. Um re-
sultado semelhante ao descrito por Rigobelo et al.
(2006).

Foi possivel detectar 12 (40%) amostras positivas
para o gene STx-1 mas nenhuma amostra positiva
para o gene STx-2. Das amostras em estudo, ne-
nhuma produziu enterohemolisinas, um resultado
que diverge dos estudos de Salvadori et al. (2003) e
Rigobelo et al. (2006), os quais demonstraram uma
relacdo entre a presenca do gene STx-1 e STx-2 e a
produgdo de enterohemolisinas nas mesmas amos-
tras. Todas as amostras positivas para o gene STx-
1 apresentaram efeito citotéxico em células Vero
como descrito por Yano et al. (1986).

Figura 2. Efeitos das diferentes toxinas produzidas pelas amostras de Escherichia coli em células Vero
(A) Controle negativo. Obj. 20X; (B) Célula apresentando efeito citotoxico de Stx ap6s 12h. Obj. 20X;
(C) célula apresentando efeito citotéxico de Stx ap6s 24h. Obj. 40X; (D) Célula apresentando efeito
citotonico de LT apos 24h. Obj. 40X.
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Salvadori et al. (2003) reportaram em seus estu-
dos a relacdo do fator necrosante citotéxico (CINF1
e CNF2) com a produgdo de a-hemolisinas, o que
nao foi observado no presente estudo. Nenhuma
amostra foi positiva para a toxina LT-1. No entan-
to, foram encontrados 14 (46,6%) amostras positi-
vas para LT-2 (Tabela 2), assim como, foram ob-
servados auséncia de LT-1 e presenca de LT-2 nos
estudos de Salvadori et al. (2003) e Rigobelo et al.
(2006).

A toxina LT-2 foi encontrada no Brasil, pela pri-
meira vez, em bezerros com diarréia na regido de
Jaboticabal-SP (Ugrinovich et al. 2002). Hesham
et al. (2010) descobriram um novo tipo desta toxi-
na, a LT-2¢, a qual foi isolada de uma amostra de
E. coli de avestruz com diarréia. Esta nova toxina
apresentou efeito citotdonico em células Vero que
é comum para LT-1 e ndo para LT-2. No presente
estudo, foi possivel observar células Vero com efei-
to compativel a LT-1, no entanto, todas as nossas
amostras foram [¢-1 negativas na PCR. Contudo, a
relacdo entre as amostras [t-2 positivo e efeito cito-
tonico em células Vero foi de 100%.

Em 5 (13,3%) das amostras de E. coli, observou-
-se a associagdo dos genes que codificam as toxinas
LT-2 e STx-1, sendo uma relacdo similar ao encon-
trado por Salvadori et al. (2003). A toxina STa nao
foi encontrada em nenhuma das amostras estuda-
das, o que contrapde os estudos de Rigobelo et al.
(2006), que apresentou 25% desta toxina em seus
estudos.

A fimbria K99 (F5) desempenha um importante
papel na colonizacdo de células epiteliais no intes-
tino delgado de bovinos. Logo, é muito comum sua
identificacdo em amostras de E. coli de bezerros di-
arreiogénicos (Figueiredo et al. 2004). Em 19 (63%)
das amostras analisadas foi detectado o gene que
codifica a fimbria K99. Observou-se também, a as-
sociacdo desta fimbria com as toxinas LT-2 e STx-
1 e a fimbria F17, uma relacdo ndo encontrada em
outros estudos (Blanco et al. 1988, Salvadori et al.
2003).

A fimbria F17 foi identificada em 9 (30%) amos-
tras, sendo encontrada também, associada as to-
xinas LT-2 e STx-1. Um resultado similar ao ana-
lisado por (Shimizu et al. 1987, Leite et al. 1988,
Salvadori et al. 2003). A presenca das adesinas
F17 e K99 produzidas por uma mesma amostra de
ETEC em bezerros é fato que pode tornar vacinas
contra K99 ineficientes (Contrepois et al. 1998).
Nenhuma amostra teve o gene amplificado para a
fimbria F41, resultado semelhante ao de Salvadori
et al. (2003).

Com base nos dados obtidos, foi possivel veri-
ficar alguns fatores de viruléncia de E. coli comuns
em bezerros com diarréia, contribuindo assim, para
a analise do perfil de viruléncia de cepas patogéni-
cas de E. coli isoladas de bezerros com diarreia na
regido de Feira de Santana, BA.

CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa demonstraram
que cepas de Escherichia coli isoladas de bezerros
com diarreia da regido de Feira de Santana sdo pro-
dutoras de toxinas e fatores de colonizacao.

Também foi detectada uma prevaléncia da toxi-
na LT-2, tendo esta, apresentado efeito citotonico
em células Vero, podendo pertencer ao subtipo c,
descoberto recentemente.

Estes resultados sugerem que é necessario um
estudo mais aprofundado e com uma amostragem
maior para a identificagdo da prevaléncia dos fato-
res de viruléncia associados a colibacilose bovina
na regiao.
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