Deteccao de fatores de viruléncia de Escherichia
coli através da PCR em tempo real
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RESUMO

A Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é um patdgeno diretamente relacionado ao desenvolvimento da
colibacilose dos suinos. A diferenciacdo de cepas patogénicas de comensais é confirmada pela deteccao de fatores de
viruléncia (FVs) como fimbrias (F4, F5, F6, F18, F41) e toxinas (STb, STal STx2e, LT). Este trabalho descreve
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sobre a caracterizacdo de 63 isolados de E. coli provenientes de granjas da regido Sul do Brasil, pela técnica de PCR
em tempo real (qPCR). Somente 25 isolados (39,7%) apresentaram os genes de fimbrias e/ou toxinas pesquisados.
No Parand (PR) e Santa Catarina (SC) foram detectadas as fimbrias F18 e F4, e no Rio Grande do Sul (RS) F5,
F6 e F41. Nos Estados do PR e SC as 4 toxinas investigadas foram detectadas, e no RS as toxinas STb, STx2e e
StaP Entre os isolados com FVs, o perfil (Stb, F-) foi 0 mais frequente e comum aos 3 Estados (24%), seguido por
12% de (STx2e, F-) presenteno PR e RS, e 12% de (STaR F-) em amostras de SC e PR. A PCR em tempo real
demonstrou ser um método rdpido e facil para detectar os fatores de viruléncia em Escherichia coli e recomendado
como teste confimatdrio ao isolamento bacteriano para identificacdo de ETEC:s.
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ABSTRACT

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is related with swine colibacillosis and differentiation from com-
mensal strains could be confirmed by virulence factors detection as fimbriae (F4, F5, F6, F18, F41) and toxins
(STb, STak STx2e, LT). This study describes about characterization of 63 E. coli isolates from Southern Brazil
farms by real time PCR assay (qPCR). The investigated fimbriae and/or toxin genes were detected only in 25
isolates (39,7%). F18 and F4 fimbriae were detected in Parand (PR) and Santa Catarina (SC) states and F5,
F6 e F41 in Rio Grande do Sul. The 4 investigated toxins were detected in PR and SC states, and STb, STx2e
e StaP toxins in RS. Among the isolates with FVs, the (Stb, F-) profile was the most prevalent (24%) and found
in all studied states, followed by (STx2e, F-) (12%) in PR and RS and (STab} F-) in SC and PR (12%). The
real time PCR showed to be a fast and and easy method for E. coli virulence factors detection and recommended
as confirmatory test for ETECs identification.

Key words: Escherichia coli, ETEC, real time PCR, colibacillosis, virulence factors

ALEXANDER, 1994; BERBEROV et al., 2004;

INTRODUCAO
Zhang et al., 20006).

A suinocultura industrial brasileira destaca-se
como grande produtor internacional (KATAYA-
MA, 2007). A regido Sul, forte polo das agroindts-

A Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria ana-
erdbia facultativa predominante na microbiota

trias, é responsével por 61% da produgio do pais e
considerada a mais tecnificada da América do Sul.
(ABIPECS, 2008). Fatores ligados a0 manejo, am-
biente e nutricio sdo as grandes preocupacdes na
producio, e entre as patologias mais importantes
se destacam as doengas entéricas como a colibaci-
lose (SMITH e LINGOOD, 1971; MOON, 1978;

normal de animais homeotérmicos. Algumas ce-
pas denominadas ETEC (Enterotoxigenic E. coli)
possuem fatores de viruléncia (fimbrias e toxinas)
capazes de causar doencas entéricas como a coli-
bacilose NATARO e KAPER, 1998). As fimbrias
F4, F5, F6, F18 e F41 permitem que as bactérias
se liguem as vilosidades intestinais (WILSON
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e FRANCIS, 1986; NAGY e FEKETE, 1999),
e as toxinas termoldbeis (LT) e termoestiveis
(STa, STb) estimulam o enterdcito a bombear
liquido no ldmen, aumentando a motilidade in-
testinal (MOON et al., 1986; NAGY e FEKETE,
1999; CHOI et al., 2001), induzindo a diarreia
(SALDARRIAGA et al., 2000).

Durante a produgéio de suinos, é frequente a
separac@o dos animais nas fases pré-desmame (ma-
ternidade) e pds-desmame (creche, crescimento-
terminagdo) o que auxilia a minimizar os riscos
de infecgdes respiratorias, sistémicas e entéricas
(SMITH e LINGOOD, 1971; MOON, 1978;
ALEXANDER, 1994; BERBEROV et al., 2004;
ZHANG et al., 2006). Sabe-se que as porcas podem
ser portadoras assintomaticas de cepas patogénicas
de E. coli em seu intestino, o que propicia leitdes
na etapa pré-desmame se contaminarem através do
contato com suas fezes e do meio ambiente.

O diagnédstico da colibacilose é baseado em
sinais clinicos, no isolamento bacteriano a partir de
amostras de fezes com diarreia e na atividade he-
molitica da bactéria em dgar sangue (BARCELLOS
et al., 1980; BRITO et al., 1999; KUHNERT et
al., 2000; MACEDO et al., 2007). Nestes casos,
o isolamento da E. coli em altas concentracoes é
utilizado como um forte indicativo de que estes
estejam relacionados com ETEC (LUDWIG e
GOEBEL, 1997; BRITO et al., 1999; KUHNERT
et al., 2000). Métodos de diagndstico fenotipicos
e moleculares tém sido utilizados como testes defi-
nitivos para diferenciar cepas de E.coli patogénicas
das comensais, sendo que a detecgio dos fatores de
viruléncia é fundamental para que seja estabelecido
o tratamento adequado da colibacilose.

J4 sdo amplamente descritos na literatura
artigos com a utilizacdo da reacdo em cadeia

da polimerase (PCR) para deteccio de ETEC

(FRANKLIN et al., 1996; BOSWORTH e CA-
SEY, 1997; KWON et al., 1999; OSEK, 2002; VI-
DAL etal., 2004; OLASZ et al., 2005; WEST et
al., 2007; MACEDO et al., 2007, OJENIYI et al.,
1994; STACY-PHIPPS et al., 1995; BLANCO et
al., 1997; OSEK et al. 1999). A PCR em tempo
real (qQPCR) tem sido amplamente utilizada no
diagnéstico molecular de doengas infecciosas,
que permite a reducio do tempo para obter os
resultados, possibilita um diagnéstico mais sen-
sivel, especifico e redugio significativa do risco
de contaminagio, pois nfo se faz necessaria a
manipulacdo do produto pés-PCR (MACKAY,
2004). Recentemente foi descrita a utilizagao
da qPCR na detec¢io de ETEC (WEST et al.,
2007), e o presente trabalho teve como objetivo
através desta técnica caracterizar isolados de E.
coli, provenientes dos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Paran4.

MATERIAL E METODOS

Cepas de Referéncia

As cepas enterotoxigénicas de referéncia E.coli
2568 (F18, STh, STaP e STx2e), 2569 (F4, STb
e LT), 2570 (F6 e STaP) e 2571(F5, F41 e STaP)
foram gentilmente cedidas pela empresa Perdigio,
e utilizadas neste trabalho como controles de am-
plificac@o das fimbrias e toxinas.

Isolados de Campo

Neste trabalho foram utilizados 63 isolados de E.
coli obtidos de amostras clinicas de sufnos coletadas
em granjas comerciais localizadas nos Estados do
Paran4, Rio Grande do Sul e Santa Catarina - regido

Sul do Brasil.

Revista de Iniciagéo Cientifica da ULBRA - 2008



Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de uma suspensiao
bacteriana, através da utilizagao do kit NewGene
Prep® e posteriormente transferido para uma sus-
pensio de silica. O sedimento passou por diversas
lavagens utilizando-se o kit NewGene Pre Amp®
(tiocianato de guanidina + Tris-HCI, etanol 80%
e etanol 96%).

Ampilificacao de FV através de
PCR Multiplex em Tempo Real

A deteccio dos fatores de viruléncia F4, F5,
F6, F18, LT, e STaP foi realizada através da PCR
em tempo real com iniciadores e sondas descritos
por West, et al. (2007) e Frydenthal et al. (2001).
Iniciadores e sondas especificos para os genes F41,
STx2e e STb foram desenhados neste trabalho
utilizando-se o software Primer Express (ABI). O
DNA das cepas de referéncia foi analisado simul-
taneamente com as amostras clinicas em cada set

de gPCR multiplex, sendo constituidos por trés
pares de iniciadores distintos e trés sondas marcadas
com 3 agentes fluorescentes distintos (FAM, VIC
e ROX).

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Este trabalho descreve a aplicagio do PCR mul-
tiplex em tempo real para caracterizacio de fatores
de viruléncia (FV), presentes em isolados de Esche-
richia coli. Numa primeira etapa, foram realizadas as
otimizacdes de 3 reacoes multiplex PCR: gPCR1 (F4,
STx2e e STb), gPCR2 (F5,F18,LT) e qPCR3 (F6,
F41 e STaP). A técnica se demonstrou eficiente,
confirmando a presenga das toxinas e fimbrias nas
4 cepas de referéncia. A Figura 1 apresenta um
exemplo dos resultados obtidos com a amplificagio
do qPCR2, detectando respectivamente, os alvos
das cepas de referéncia 2569 (alvo LT), 2571 (alvo
F5) e 2568 (alvo F18).
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Figura 1 - Multiplex gPCR2 - gréfico de amplificacéo dos alvos LT, F5 e F18 detectados, respectivamente, nas

cepas de referéncia 2569, 2571 e 2568.
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Posteriormente, foram analisadas 63 E. coli
isoladas de animais com diarreia provenientes
dos 3 Estados da regido Sul do Brasil. No nosso
trabalho 39,7% (25/63) dos isolados apresenta-
ram as fimbrias e/ou toxinas pesquisadas, o que
corrobora os resultados prévios encontrados por
nosso grupo (Moreira et al. 2007), com amostras
clinicas da mesmas regides do pafs. Macédo et al.
(2007) analisando amostras do Estado de Minas
Gerais, encontraram uma frequéncia mais redu-
zida (29%), o que demonstra que a incidéncia
pode variar dependendo da regio analisada. Estes
dados indicam que o diagndstico da colibacilose
baseado unicamente no isolamento de E. coli em
animais com diarreia apresenta grande indice de
resultados falsos positivos, j4 que a incidéncia
de isolados sem FV ¢ elevada. Frequentemente
este tipo de diagnéstico € utilizada em nosso pais
(Baccaro et al., 1999; Baccaro et al., 2000; Calde-
raro et al., 2001) o que acarreta na utilizacio de
antibidticos em situacdes desnecessarias.

Na anélise dos 25 isolados com FV, foram de-
tectadas todas as 5 fimbrias e 4 toxinas pesquisadas
(Tabela 1), sendo que 40% das amostras positivas
foram encontradas no PR, 32% no RS e 28% em SC.
Foram caracterizados isolados com uma (36%) ou
duas (16%) fimbrias, e bactérias com uma (48,3%),
duas (16%) e trés (4%) toxinas (Tabela 2).

Tabela 1 - Distribuicdo de fimbrias e toxinas detectadas
pela gPCR em cepas de E. coli provenien-
tes do Paran4, Rio Grande do Sul e Santa

Catarina.
FiIMBRIAS TOXINAS
ESTADO F4 F5 F6 F18 F41 | LT STe STx2e STAP
PR 2 0 0 3 0 1 5 2 3
RS 0 2 4 0 2 0 1 1 6
sC 1 0 0 3 0 1 2 3 5
TOTAL 3 2 4 6 2 2 8 6 14

A frequéncia das cepas patogénicas investigadas
nos trés Estados da Regido Sul apresentou uma
distribuigdo heterogénea em relagio as fimbrias.
No Parani (PR) e Santa Catarina (SC) foram de-
tectadas apenas F18 e F4, e no Rio Grande do Sul
(RS) foram encontrados as fimbrias F5, F6 e F41.
Nos Estados de SC e PR foram encontradas as 4
toxinas investigadas e no RS foram detectadas as
toxinas STh, STx2e e STaP (Tabela 1).

Tabela 2 - Perfis dos fatores de viruléncia encontrados
em E. coliisoladas de fezes com diarreia de
suinos da regiao Sul do Brasil. (*auséncia
de fimbria/toxina)

TOXINAS
STb,
FIMBRIAS STb STx2e STaP STb,  STx, LT, *T- ESTADO
LT STaP
STaP
F4 1 SC
F6 4 RS
F18 1 3 PRe SC
F4,F18 1 1 PR
F5, F41 2 RS
*F- 6 3 3 PR, SC
eRS

Os perfis dos fatores de viruléncia apresentaram-
se de forma diversificada (Tabela 2), e chamou-nos a
atencio a grande incidéncia de isolados com toxinas
e auséncia das fimbrias pesquisadas (48%). Nos trés
Estados foram detectados bactérias com perfil (Stb, F-)
representando 24% dos isolados com FV. No PR e RS
12% dosisolados com FV apresentaram o perfil (STxZ2e,
F-), e noPRe SC 12% com o perfil (STaB F-). Uma
hipitese para a auséncia de fimbrias seria a atuagio de
outras nfo investigadas neste estudo, como F17 descrita
por West el. al. (2007). Pode-se levantar como outra
hipitese, a ocorréncia de mutagdes nas regides de ane-
lamento nas fimbrias investigadas que impossibilitem a
deteccio pela multiplex PCR. Entretanto ndo devemos
atribuir uma menor patogenicidade a estes isolados,
pois a ocorréncia de infecgbes concomitantes por
outros agentes causadores de diarreia podem acentuar
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a patogenicidade de isolados de ETEC (NAKAMINE
et al,, 1998). Outros perfis foram encontrados neste
trabalho (Tabela 2), podendo-se destacar 16% dos

isolados foram encontrados no RS com o perfil (STaR
F6) e 12% (STx2e, STak F18) em SC.

Estes achados demonstraram que através de
uma analise retrospectiva de isolados de fezes de
sufnos com diarreia e sintomas de colibacilose,
obtidos de granjas do Sul do Brasil, apenas uma
parte dos isolados (39,7%) apresentaram os genes
que codificam os fatores de viruléncia de ETEC
investigados. A utilizagdo da PCR em tempo real
apresentou-se de forma eficiente como teste com-
plementar para detecg¢do de fimbrias e toxinas,
sendo o diagndstico da colibacilose baseado apenas
no isolamento bacteriano pouco fidedigno e com
alto indice de resultados falso-positivos para os
principais fatores de viruléncia de ETEC descritos
na literatura. Espera-se que com a utilizagio de
métodos moleculares seja possivel contribuir para
o melhor manejo da colibacilose em nosso pats.
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