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REPRODUCAO EXPERIMENTAL DA COLIBACILOSE SUINA
EM LEITOES!

ANTONIO F. PESTANA DE CASTROZ2, ITAMAR A. PIFFER3, MARLENE B. SERAFIMZ2,
DOMINGOS S. LEITE? e IZILDINHA A.G. COLLI2

ABSTRACT.- Castro A.F.P., Piffer I.A., Serafim M.B., Leite D.S. & Colli, .LA.G. 1990.
[Experimental reproduction of colibacillosis in piglets.] Reprodugao experimental da
colibacilose em leitdes. Pesquisa Veterindria Brasileira 10(1/2):11-18. Depto Microbiol. Imunol.,
Unicamp, Campinas, SP 13081, and Embrapa-CNPSA, Cx.Postal D-3, Concérdia, SC 89000,
Brazil.

Experimental neonatal colibacillosis, in newborn piglets was attempted using 4 groups of
enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains, as follows: 1) Two strains from serogroup
0149:K91, both producing thermolabile enterotoxin (LT) and K88 colonization factor; 2) Two
strains from serogroup 0101:K30, producing thermostable enterotoxin (STa) and K99 colonization
factor; 3) One strain from serogroup 0157:K?, producing thermostable enterotoxin of the STb
type and K88 antigen, and 4) One strain from serogroup 08:K?, producing STa enterotoxin and a
new colonization factor, named F42. All fourteen piglets inoculated orally with these strains of
ETEC developed clinical disease and died up to 42 hours after inoculation, being possible to
visualize, by indirect fluorescent antibody technique, in all of them, that colonization of small
intestine by the inoculated ETEC had occurred. The production of STa “in vivo”, into the gut, by
strains from group 2 and 4 was an important factor to prove that experimental colibacillosis did
occur. In fact, coprocultures either from the diarrheic stools or from the gut contents revealed a
high rate of LTt-K881 and STat-K99% colonies recovery. Though some quantitative
differences among the examined materials have been observed, the recovery of STat-F42+
colonies was lower than in the former groups of ETEC strains. However clinical symptoms,
production of STa “in vivo” and colonization of the gut of inoculated piglets proved that F42
antigen is undoubtedly a new colonization factor among ETEC involved in porcine colibacillosis.

INDEX TERMS: Porcine colibacillosis, experimental reproduction, virulence factors LT, STa, K88, K99 and F42.

SINOPSE.- Foi tentada a reprodugio experimental da colibaci-
lose suifna neonatal, em leitdes recém-nascidos, usando-se para
tal 4 grupos de amostras de Escherichia coli enterotoxigénicas
(ETEC), a saber: 1) Duas amostras do sorogrupo 0149:K81, pro-
dutoras da enterotoxina termoldbil (LT) e do fator de colonizagio
K88; 2) Duas amostras do sorogrupo 0101:K30, produtoras da
enterotoxina termoestdvel (STa) e do fator de colonizagao K99;
. 3) Uma amostra do sorogrupo 0157:K?, produtora da enteroto-
xina termoestdvel do tipo STb e do fator de colonizagio K88, e 4)
Uma amostra do sorogrupo 08:K?, produtora da enterotoxina
termoestdvel (STa) e de um novo fator de colonizagdo, denomi-
nado F42. Todos os 14 leitoes inoculados por via oral com estas
amostras de ETEC desenvolveram doenca clinica com morte até
42 horas apds a inoculagao, tendo sido possivel detectar em todos
eles a colonizagao do intestino delgado pelas amostras de ETEC
inoculadas, através da técnica de imunofluorescéncia indireta. A
producao de STa “in vivo”, por amostras dos grupos 2 ¢ 4 foi um
fator importante na comprovagido de que a reproducdo experi-
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mental da doenga por estas amostras realmente ocorreu. De fato,
a coprocultura, quer das fezes diarréicas, quer do contetido in-
testinal dos animais, revelou um alto indice de recuperagdo de
colonias LT+-K88% e STa®™-K9971. Embora tenham ocorrido
entre os diversos materiais examinados algumas diferengas quan-
titativas, a recuperagio de colonias STa™-F421 foi menor do
que nos casos anteriores, porém os achados referentes a doenga
clinica, produgdo de STa “in vivo” e colonizagdo do intestino
delgado dos leitoes inoculados, comprovaram que o antigeno F42
é, sem divida, um novo fator de colonizagio em amostras de
ETEC envolvidas na colibacilose suina.

TERMOS DE INDEXACAO: Colibacilose sufna, reprodugio experimen-
tal, fatores de viruléncia LT, STa, K88, K99 e F42.

INTRODUCAO

Na etiologia da colibacilose sufna, em especial na diar-

- réia neonatal, estdo envolvidos vérios sorogrupos de Es-
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cherichia coli (Qrskow et al. 1961, Séderlind & Méllby
1979, De Boy III et al. 1980, Gatti et al. 1985). Indepen-
dentemente do sorogrupo a ser considerado, dois fatores
de viruléncia sdo fundamentais: a produgdo de enteroto-
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xinas e a presenga nestas amostras dos chamados fatores
de colonizagdo, ou antigenos de aderéncia, também de-
signados de adesinas (Guineé & Jansen 1979, Gaastra &
De Graaf 1982). Entre as enterotoxinas temos a enteroto-
xina termolébil clissica ou LT-I (Gyles 1971, Clements
& Finkelstein 1979) e a LT-II (Guth et al. 1986a, 1986b).
Enquanto a primeira, muito semelhante a toxina colé-
rica, esti relacionada a patogenia da doenga (Gyles
1974, Clements & Finkelstein 1978), o papel da LT-1I,
imunologicamente distinta da toxina colérica e recen-
temente descrita, carece de investigacdes adicionais
(Guth et al. 1986b). No outro gupo de enterotoxinas, di-
tas termoestdveis, estdo descritos dois sub-tipos: STa,
detectdvel pelo teste do camundongo recém-nascido e
STb, ativa biologicamente apenas no teste de alga ligada
de leitdo de 5-7 semanas (Gyles 1971, Moon et al. 1980,
Castro et al. 1984). A enterotoxina STa estd sem divida
relacionada com a enfermidade ao passo que a STb, em-
bora experimentalmente seja ativa em leitdes, precisa ser
melhor investigada quando a uma correlagdo com a coli-
bacilose suina (Whipp et al. 1981).

Entre os fatores de colonizagdo sdo mais conhecidos
ndo sé pela prevaléncia mas pela incontestivel importan-
cia os antigenos K88 (F4), K99(F5) e 987P(F6) (Jones &
Rutter 1972, Nagy et al. 1976, Nagy et al. 1977, Moon et
al. 1977). Recentemente outros fatores de viruléncia tem
sido descritos como ocorrendo em suinos, tais como
o F41 (De Graaf & Roorda 1982), F165 (Fairbrother et
al. 1986), um fator descrito por Aning et al. (1983) e fi-
nalmente o antigeno F42 relatado em nosso meio (Yano
et al. 1986), em amostras produtoras da enterotoxina STa.

Em outros paises, a reproducdo experimental em lei-
toes da forma diarréica da colibacilose neonatal, princi-
palmente com amostras dos sorogrupos envolvidos na
mesma, tem sido relatada com certa frequéncia. No Bra-
sil, tanto quanto saibamos, experimentos desta natureza
nao tem sido levados a efeito e algumas poucas tentativas
foram infrutiferas (Itamar Piffer, comunicagdo pessoal).
Portanto, além da reprodugdo experimental da colibacilo-
se neonatal suina, com amostras de E. coli enterotoxigé-
nicas e portadoras dos fatores de colonizagdo K88 e K99,
ja relatados como ocorrendo em nosso meio (Gatti et al.
1985), o presente trabalho teve como objetivo importante
verificar se uma amostra de E. coli, produtora do antige-
no F42 e da enterotoxina STa, seria capaz de causar
doenga diarréica semelhante em leitdes recém-nascidos,
experimentalmente inoculados.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram selecionadas 6 amostras enterotoxigénicas de E. coli,
cujas caracteristicas quanto aos respectivos fatores de viruléncia
e sorogrupos estdo discriminados na Quadro 1. Como controle
negativo dos experimentos biol6gicos e testes laboratoriais foi
utilizada a amostra de E. coli K12 (711 nal). Durante toda a reali-
zagdo dos experimentos as amostras em questdo foram mantidas
a -70°C, em meio de BHI, contendo 15% de glicerol.
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Animais

Foram utilizados leitoes da raga Landrace, com 24 a 48 horas
de idade, impedidos de mamarem o colostro, porém mantidos
com uma mistura de leite em p6 (180 g), 6leo de soja (20 ml);
6leo de milho (20 ml); emulsdo de 6leo de figado de bacalhau (2
ml) e 4gua (1000 ml), administrada “ad libitum”. O nidmero de
animais recém-nascidos inoculados com as amostras de E. coli
estudadas se encontra também no Quadro 1.

Inéculo

Para todas as amostras estudadas utilizou-se como in6culo,

para cada animal, 20 ml de cultivo em meio de “Tripticase Soy
Broth” (TSB) (Difco Lab.), incubado a 37°C por 18 h, corres-
pondendo, aproximadamente a 2 x 108 ynidades formadoras de
col6nias (UFC) por ml. )
- Todas as amostras de E.coli utilizadas foram previamente in-
vestigadas quanto as suas caracteristicas toxigénicas e produgio
dos respectivos fatores de colonizacio, conforme mencionado no
Quadro 1, através de técnicas descritas a seguir.

Preparacao de enterotoxinas

Para a detecgdo de enterotoxinas, as amostras de E.coli foram
cultivadas em meio de “Casamino Acids-Yeast Extract” (CA-
YE) (Evans et al. 1973) distribuido em erlenmeyers de 125 ml,
contendo 10 ml do meio acima. Os frascos foram incubados em
uma estufa de agitagdo (New Brunswick, U.S.A.) (150 rpm), a
37°C, por 18 h. Em seguida, 1,0 ml de solugao de polimixina,
contendo aproximadamente 2,2 mg/ml foi adicionado cada fras-
co. Apés agitagdo adicional por 15 min as culturas foram centri-
fugadas a 8000 x g por 30 min e os sobrenadantes obtidos (ex-
tratos) foram pesquisados quanto a produgdo das enterotoxinas
LT, STa e STb, conforme descrito abaixo.

Pesquisa da enterotoxina LT

Foi feita através do teste de imunohemolise passiva (IHP),
modificado. O procedimento para a realizagdo desta prova foi
semelhante ao descrito anteriormente (Serafim et al. 1979), ex-
ceto que tampao fosfato foi substituido por tampao veronal em
solucdo fisiolégica, com ions cdlcio e magnésio (VBS) (Castro et
al. 1980). Resumidamente, hemacias de carneiro (HC), mantidas
a 4°C em solugao de Alsever, foram lavadas trés vezes com 8
volumes de solucao salina tamponada (PBS), com fosfato 0,04 M,
e, depois. suspensas em VBS. As HC foram entdo padronizadas
de modo tal que parte da suspensdo quando lisada com dgua des-
tilada na diluigdo de 1:20, dava uma liberacdo de hemoglobina
correspondente a uma absorbéincia de 0,42 a 550 nm ou aproxi-
madamente 2.109 HC/ml (Serafim et al. 1979). Para a reagdo de
IHP propriamente dita, tubos 10 x 100, em duplicata, recebiam
50 nl de cada preparagdo de extrato e 100 p.1 da suspensao de
HC padronizadas. Em seguida, 100 w i de antitoxina colérica, di-
luida 1:80, eram adicionados aos tubos que eram incubados a
372C por 30 min., a fim de permitir a reagio do anticorpo (anti-
toxina colérica) com os complexos HC-LT. Posteriormente, em
cada tubo, foram adicionados 100 p1 de complemento de cobaia
(diluido 1:10 em VBS), procedendo-se nova incubagio a 37°C
por 60 min. A hemoélise resultante, quando presente, foi entdo
quantificada adicionando-se ao volume dos tubos reagao 3,6 ml
de VBS, sendo estes entdo centrifugados a 2000 x g por 5 min
para sedimentar as HC nao hemolisadas. A concentragio de he-
moglobina nos sobrenadantes era entdo lida espectrofotometri-
camente a 420 nm. Qualquer resultado com leitura de Agp =
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0,17 ou mais era considerado como positivo para a produgao de
LT (Serafim et al. 1979).

Pesquisa da enterotoxina STa

Camundongos albinos, recém-nascidos (2-4 dias de idade),
foram separados de suas maes imediatamente antes de serem usa-
dos, sendo entdo divididos em grupos de 4 animais. Os procedi-
mentos para o ensaio da enterotoxina STa pelo teste do camun-
dongo recém-nascido (CRN) foram semelhantes aqueles relata-
dos anteriormente (Dean et al. 1973). Aliquotas de 0,1 ml de cada
extrato, ao qual 0,1% de uma solugao de azul de Evans (2%) ti-
nha sido adicionado, foram inoculadas em cada camundongo por
via intragdstrica. Os camundongos eram entdo sacrificados por
inalagdo com éter. Foi entdo calculada a relagao do peso dos in-
testinos/peso das carcagas para cada lote de camundongos. Re-
sultados cuja relagdo foi igual ou superior a 0,085 foram consi-
derados como positivos para a produgio de enterotoxina STa.

Pesquisa da enterotoxina STb

Foi feita através do teste de alga ligada (AL) de leitoes de 6
semanas (Castro et al. 1984). Extratos preparados a partir da
amostra V17 (STb+K881) foram testados em dois animais que
foram mantidos em jejum 24 h antes do teste, porém com 4gua
fornecida “ad libitum”. A laparatomia dos leitdes foi feita sob
anestesia geral, por inalacdo com éter, preparando-se 5 algas li-
gadas no intestino delgado anterior, compreendendo o jejum dis-
tal. Duas alcas foram inoculadas com 2ml de sobrenadante da
cultura em teste, sendo as demais inoculadas com igual volume de
controle negativos, representados pelo meio de CAYE, solugio
fisioldgica estéril e extrato da amostra de E.coli K12 (711 nal).
Dezesseis horas apés a inoculacdo os animais foram sacrificados,
necropsiados e as algas examinadas para a presenga de dilatagao.
Calculou-se em seguida, para cada alga, a relagdo do volume de
liquido acumulado/comprimento da alga. Resultados iguais ou
superiores a 0,7 foram considerados positivos (Castro et al.

1984).

Provas de microhemaglutinagdo manose-resistente (MHMR), para
a detecgado presuntiva dos fatores de coloniza¢do

Em relagio ao antigeno K88 as amostras de E.coli foram cul-
tivadas em 4gar glicosado com fosfato (Jones & Rutter 1974). As
culturas a serem examinadas quanto a possivel presenga do anti-
geno K99 foram semeadas em meio de Minca (Guinée et al.
1977) e aquelas a serem testadas para o antigeno F42 em meio
minimo sélido, com 0,5% de glicose (Yano et al. 1986). A prova
de MHMR foi realizada conforme preconizado anteriormente
(Jones & Rutter 1974), utilizando-se suspensoes bacterianas de-
vidamente padronizadas, que foram diluidas em razao de 2 dire-
tamente em placas de microtitulo, usando-se como diluente PBS
0,01 M, pH 7,2, contendo 1% de D-manose. Apds as diluicoes
adicionou-se 0 mesmo volume (100 1) de hemdcias padroniza-
das (1%), empregando-se para a detecgdo dos antigenos K88,
K99 e F42 respectivamente hemdcias de cobaia, cavalo e galinha.
A reagio foi feita em banho de gélo e lida ap6s 2 h. Considera-
ram-se como positivas as reagoes que dessem um titulo hemaglu-
tinante igual ou superior a 1:4. Como todos os testes realizados
foram apenas qualitativos ndo houve interesse em se averiguar a
ocorréncia de titulos superiores a 1:32.

Preparo dos antissoros anti-K88, anti-K99 e anti-F42

Os antigenos K88 e K99 purificados foram gentilmente cedi-
dos por R.E. Isaacson (Pfizer Co., U.S.A.). O antigeno F42 foi

purificado conforme descrito previamente (Leite D.S. et al., ma-
nuscrito submetido a publicacdo). Resumidamente, a amostra
567/7 (STat -F427) foi cultivada séb agitacio, num fermenta-
dor de bancada com capacidade para 14 1 (New Brunwick), con-
tendo 3 1 de meio minimo liquido, adicionado de 0,5% de glicose
(Yano et al. 1986). Ap6s incubagdo sob agitacao (15 psi) a 37°C
por 18 h, a cultura foi centrifugada e o sedimento ressuspenso em
PBS 0,05M, contendo NaCL 1M. Esta suspensao foi aquecida a
60°C por 30 min, com agitacdo intermitente de acordo com o
preconizado originalmente (Stirm et al. 1967). A preparagio foi
novamente centrifugada, nas mesmas condicoes, sendo o sobre-
nadante precipitado com 45% de saturagao com sulfato de amo-
nio. O precipitado foi ressuspenso em PBS 0,05M, pH 7,4 e dia-
lisado exaustivamente contra o mesmo tampao. Esta preparaciao
bruta do antigeno F42 foi entdo tratada com 0,5% de desoxico-
lato de sédio (DOC), por 72 h a 4°C. O material soliivel em DOC
foi dialisado no tampao acima e entao submetido a cromatografia
em gel de Sepharose 4B (coluna 2 x 95 c¢m) equilibrado com PBS
0,05M, pH 7.4, contendo uréia 2M. Resultados da dupla difusao
em gel e da eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dode-
cil sulfato de. sédic (SDS-FAGE) revelaram que a preparagao
purificada do antigeno F42 correspondia as fragbes 20-25 do
material eluido em Sepharose 4B.

Para a preparagio dos antissoros foram usados coelhos albinos
adultos. Cada antigeno purificado, em aliquotas de 1,0 ml (100
@ g/ml) foi emulsionado em igual volume de adjuvante completo
de Freund (Difco Lab.). Com este indculo cada coelho foi injeta-
do subcutaneamente, utilizando-se 2 animais para cada antigeno.
Uma dose de reforgo idéntica foi dada 21 dias depois, sendo os
animais sangrados a branco ap6s 15 dias, se uma sangria de pro-
va, Tealizada na véspera, fornecesse um titulo na reagao homélo-
ga de aglutinagdo em lamina, igual ou superior a 1:20.

Reagées de soroaglutinacao em lémina para a detec¢ao dos anti-
genos K88, K99 e F42

Para tal foram utilizados cultivos feitos nos meios especificos
para a producdo dos fatores de colonizagdo K88, K99 e F42,
conforme descrito acima. As reagoes foram feitas em laminas de
microscdpio, utilizando-se diluicdes apropriadas dos antissoros
especificos, previamente determinadas com as culturas das
amostras padriao (Quadro 1). A 0,02 ml de cada antissoro coloca-
do sobre as ldminas emulsionou-se pequena quantidade das cul-
turas a serem examinadas, observando-se a ocorréncia ou nao de
aglutinagio, em tempo nao superior a 2 min.

Coleta de materiais dos leitoes inoculados e exames realizados

Todos os animais, apds a inoculacdo, foram observados dia-
riamente quanto a presenga de diarréia e sua respectiva evolugao.
Das fezes de cada animal foi feita o exame bacterioldgico, utili-
zando-se técnicas convencionais (Edwards & Ewing 1972) de
semeadura em meio de Mac Conkey e identifacagdo bioquimica
de 5 colonias lactones positivas de cada material, para exames
posteriores. ’

Quando aplicdvel, de cada animal inoculado com amostras
STa+, coletou-se ainda cerca de 5 ml de fezes diarréicas com a
finalidade especifica de se detectar a producao desta enterotoxina
“in vivo”. Para tal, sobrenadantes destes materiais foram exa-
mindos pelo teste do CRN, conforme descrito anteriormente.

Dos leites mortos procedeu-se a necrdpsia, registrando-se os
achados macroscépicos principais a nivel intestinal. Igualmente,
quando possivel, foi coletado contetido fecal, jejuno e ileo, para
exames bacteriol6gicos, isolando-se também 5 colénias lactose
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positivas. Culturas das colonias isoladas das fezes e do contetido
fecal dos animais necropsiados foram entio examinados quanto a
pesquisa dos fatores de viruléncia, através da metodologia des-
crita nos itens anteriores. Na detecgdo dos diferentes fatores de
viruléncia levou-se sempre em conta a origem das amostras e
suas caracteristicas quanto a tais fatores, conforme mencionado
no Quadro 1. Apenas, a detecgdo da producdo da enterotoxina
STb nao pode ser realizada, em relacdo a estas culturas, pela in-
disponibilidade de se conseguir um niimero adequado de leitoes.

Quadro 1. Amostras enterotoxigénicas de Escherichia coli, seus respectivos fatores:
de viruléncia e identificag@o dos leitées inoculados, Concérdia, SC, Brasil, 1986

. Leitoes
Anzs:;de Sorogrupo Fatores de viruléncia inoculados
33 0149:K91 LTT  STa~ STb- k88t gg;
15 0149:K91 LT+ STa~ STb— K88t g-;
0101:K30 LT~ Stat STb- K99+ 3728:1
3728 3728-2
3728-3
3730 0101K30 LT~ sat ST~ K99+ 3730-1
3730-2
3730-3
V17 0157:K? LT~ Sta~ sTbt K88t V17-1
V17-2
56717 08:K? LT sat  STH()®@ F42 56717 (1-1)
56717 (1-2)
56717 (2-1)
567/7(2-2)
- 711-1
711 nal
(E.coliK12) - Controle negativo 711-2

(2) N3o foi realizado o teste de alga ligada em leitdo de 6 semanas, para detecgdo de
STb.

Finalmente, ainda por ocasido da necrépsia, foram retirados
fragmentos do jejuno para a preparagao de cortes a serem exami-
nados pela técnica de imunofluorescéncia indireta (Awad-Ma-
salmeh et al. 1982) com algumas modificagdes.

‘Resumidamente, pequenos fragmentos do jejuno foram sub-
metidos a cortes histolgicos em criostato a -20°C, colocados so-
bre ldminas de microscopia e fixados com metanol. Dilui¢oes dos

antissoros anti-K88, anti-K99 e anti-F42 foram feitas em PBS
0,05M pH 7,2, dos quais 20 .1 foram aplicados sobre os cortes e
incubados por 60 minutos em cidmara timida & 37°C. Ao término
deste, as ldminas eram lavadas exaustivamente com PBS, quando
entao 20 pl do soro de cabra anti-IgG de coelho marcado com
fluoresceina diluido em PBS contendo 0,002% de Azul de Evans
eram aplicados sobre os cortes e novamente incubados a 37°C em
camara Gmida por 1 hora. Apés seguidas lavagens com PBS, os
cortes eram cobertos com glicerina tamponada pH 8,6 e laminu-
las, sendo entdo observados em microscépio de fluorescéncia
com aumento de 400x. Reagdes positivas foram fotografadas,.
utilizando-se filme branco e preto de alto contraste (400 ASA),
com tempo de exposi¢ao variando de 1 a 2 minutos.

RESULTADOS

Os resultados dos quatro leitdes inoculados com as
amostras de E. coli 15 e 33, do sorogrupo 0149:K91,
ambas produtoras dos fatores de viruléncia LT e K88, se
encontram no Quadro 2.

Com exceg¢do do leitdo 15-2, os demais morreram 18 h
apés a inoculagdo, apresentando 2 necrépsia, em todos os
casos, diarréia, intestino congesto, gases no estdmago
bem como liquido sanguinolento na cavidade toraxica.
No animal 15-2, que morreu apds 42 h, péde se observar
um grau de desidratagdo mais pronunciado que nos de-
mais (dados nao apresentados).

Os resultados dos exames bacterioldgicos realizados a
fim de se detectar, no conteido intestinal (jejuno e ileo) e
nas fezes dos leitGes inoculados, a presenga de coldnias
produtoras dos fatores de viruléncia LT e K88, original-
mente presentes nas amostras usadas para o preparo do
inéculo, também se encontram no Quadro 2. Pode-se ob-
servar que, no computo geral, com excegido de algumas
poucas variacdes, como por exemplo, no nimero de co-
16nias K881 do leitdo 15-2 ou na presenga de colénias
LT nas fezes diarréicas do leitdo 33-2, houve uma boa

Quadro 2. Reproducdo experimental da coltbacdose em leitGes recém-nascidos com amostras de E. coli do sorogrupo 0149:K91
(LT k88t ), Concdrdia, SC, Brasil, 1986

N2 de colénias positivas para os fatores de viruléncia

LT e K88/n? de coldnias examinados

Le;;a ° Evolugdo (horas) Jejuno fleo Fezes . Imunofluores-
diarréicas(g). Totais (%) céncia
18 25 42 72 LTt@® Kksgt*® 1+ K88t LT+ Ksst LTt K88+
15-1 M@ - - - 55 45 515 35 SIS 35 15/15(100)  10/15(66,6)
15-2  dd® d M - 55 3/5 sis a5, 515 35 15151000 g/15(53,3) +
33-1 M - - 55 415 45 45 35 35 11580 14715(93,3) +
332 M - - - 5I5 515 515 515 w5 45 1241580 14/1593,3) +
711-10) N N N N NrRM NR NR NR  O/5 0/5 2500 . 050 +
711-2(6) N N N N NR NR NR NR 05 o5 215(0) 0/50) NR
NR
(a) Morte;

®) Diarréiae desidratagio;
(©) Controles negativos;
d Normal;
(¢) Detectada pelo teste de imunohemélise passiva;

Detectado pelo teste de microhemaglutinagio manose-resistente com hemé4cias de cobaia e soroaglutinagio em ldmina com soro anti-K88;
(8) Fezes coletadas quando do aparecimento do quadro diarréico (Suabe retal);

) Exame ndo realizado.
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Quadro 3. Reprodugao experimental da colibacilose em leitées recém-nascidos com amostras de E. coli do sorogrupo 0101:K30
(STa™, K99™), Concérdia, SC, Brasil, 1986

N2 de colénias positivas para os fatores de viruléncia

Leitdo

Sta e K99/n? de coldnias examinados

Evolugio (horas)

: pry Imunofluores-
- Jejuno fieo dial::éiiaS(g) Totais (%) céncia
18 25 42 72 STat® K99+(® sTat K99t STat K99t  sTat K99+

3728-1 M®@ - - - 45 515 515 s15 515D 550 1415093,3)  1515(100) +
3728-2  dd® dd M - 35 315 515 515 4lar 44 121580 13/15(86,6) +
3728-3 dd M - - 55 315 45 55 NR NR  9/1000) 8/10(80) +
3730-1 M - - - 35 515 515 415 5I5% 515 13/1586,6)  14/15(93,3) +
3730-2 dd d M - 55 25 515 55 4/5* 515 14/15093,3)  12715(80) +
3730-3 dd dd M - 45 45 515 515 515 515 141150933 14/1509353) +
711-1© N@D N N N NrR® NR NR NR 0/5 os s or50) NR
711-2©) N N N N NR NR NR NR O/5 os s o5 NR
@ Morte;

(®) Diarréia e desidratagio;

(©) Controles negativos;

(9) Normal;

(®) Detectada pelo teste do camundongo;

Detectado pelo teste de microhemaglutinagdo manose-resistente com hemécias de cobaia e soroaglutinagdo em ldmina com soro anti-K99;
Fezes coletadas quando do aparecimento do quadro diarréico (suabe retal);

: ) Exame ndo realizado.
() Animais positivos para a produgdo STa ““in vivo”.

porcentagens de recuperagao variaram de 80% a 100%
para LT e de 53,3% a 93,3% para K88. Estes dados su-
gerem que todos os leitdes foram eficientemente coloni-
zados pelas amostras 15 e 33, o que foi alids demonstrado
também pelo teste de imunofluorescéncia indireta realiza-
do com o antissoro K88 (Quadro 2).

Os leitoes 711-1 e 711-2, inoculados com a amostra de
E. coli K12, 711 nal, incluidos como controles negativos
em todos os experimentos, dentro do periodo de observa-
¢do, ndo apresentaram sintomas dignos de nota, embora
viessem posteriormente, depois de 42 h, evidenciar pato-
logia respiratéria e/ou sistémica, ndo relacionada com os

experimentos da presente pesquisa. O exame das fezes
destes animais, durante o perfodo do experimento, néo
revelou amostras portadoras de quaisquer dos fatores de

-viruléncia estudados (Quadros 2, 3 € 4).

Os resultados dos experimentos feitos com 6 leites
inoculados com as amostras 3728 ¢ 3730, do sorogrupo
0101:K30, ambas produtoras dos fatores de viruléncia
STa e K99, se encontram na Tabela 3. Dois animais mor-
reram 18 h apds a inoculacio, sendo que 3 outros vieram
a falecer apés 42 h. Nestes tltimos se conseguiu observar
um grau de desidratacdo pronunciado. Os achados ne-
croscépicos foram semelhantes aos relatados para os ani-

Quadro 4. Reprodugdo experimental da colibacijlose em leitées recém-nascidos com amostra de E. coli do
sorogrupo 0157:K (STb (%), K887 ), Concérdia, SC, Brasil, 1986

N¢ de col6nias positivas para os fator de

colonizagdo K88/N¢ de colonias examinadas

Leitdao Evolugao (horas) Totais Imunofluo-
no. Jejuno ileo Fezes (%) rescéncia
diarréicas(®
18 25 42 72 ksgtd K88+ K8g+ Ksg+
vi7-1  dd®  m©) - - 5 25 25 6/15(40) NR
V17-2  dd M - - o5 o/5 o/5 3/15(13,3) NR
711-1@d NGO N N N NR® NR ors 0/5(0) NR
711-2 N N N N NR NR o/5 0/5(0) NR

@ O teste de alca ligada para a detecdo da enterotoxina STb nao foi realizado com as coproculturas de jejuno, fleo e fe-:

zes diarréicas, pela falta de leitdes disponiveis;
(®) Diarréiae desidratagao;
(©) Morte;
(@ Controles negativos;
(€) Normal;

() Detectado pelo teste de microhemaglutinagdo manose-resistente com hemécias de cobaia e soroaglutinagio em lami-

na com soro anti-K88;

Fezes coletadas quando do aparecimento do quadro diarréico (suabe retal);

) Exame nio realizado.
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Quadro 5. Reprodugdo experimental da colibacilose em leitGes recém-nascidos com amostras de E. coli do sorogrupo 08:K?
(STa™, F42™), Concérdia, SC, Brasil, 1986

N2 de coldnias positivas para os fatores de viruléncia

STa e F42/n? de col6nias examinados

Leitio Evolugio (horas) ] P Fezes Imunofluores-
no. Jejuno leo tiarréicas(® Totais (%) céncia
18 25 42 72 stat@® Fap XD sTat F42t STAt Fa2t STat F42t
567/71-1 dd®  da w2 - 35 35 s a5 us*®D 35 9115600 10/15(66.6) +
567/71-2 dd dd M - o5 25 o5 Us 35+ 315 31520 8/15(53,3) +
567/71-1 dd dd M - 35 315 515 515 3/5* us  1115(73:3)  10/15(66,6) +
567/71-2 dd dd M - - 55 515 515 25 35t 25 13/15(86,6)  9/15(60) +
711-1©  ND N N N NrR® NR NR NR O/5 o5 0/5(0) 0/5(0) NR
711-2 N N N N NR NR NR NR O/5 o5 0/5(0) 0/5(0) NR
(@ Morte;

() Diarréia e desidratagio;
(©) Controles negativos;
d) Normal;
(©) Detectada pelo teste do camundongo recém-nascido;

() Detectado pelo teste de microhemaglutinagdo mznose-resistente com hemécias de galinha e soroaglutinacéo em ldmina com soro anti-F42;
(8) Fezes coletadas quando do aparecimento do quadro diarréico (suabe retal);

(‘ Exame nao realizado;
(1) Animais positivos para a produgdo STa “in vivo™.

)

mais inoculados com as amostras do sorogrupo 0149 (da-
dos ndo apresentados). Os resultados dos exames bacte-
riolégicos, para detectar colOnias produtoras dos fatores
de viruléncia STa e K99, se encontram no Quadro 3. Veri-
fica-se que os resultados deste lote de experimentos fo-
ram bastante semelhantes ao anterior, inclusive no que
concerne ao leitdo 3730-2 que no exame do material de
jejuno apresentou baixa recuperagdo de colSnias K99t
Na média dos totais, entretanto, a recuperagdo de cold-
nias STa™, nos 6 animais, variou de 80% a 93,3%, en-
quanto para o fator de colonizacdo K99 esta variagao se
situou entre 80% a 100%. A colonizagdo do intestino
delgado dos animais experimentalmente inoculados com
estas amostras, sugerida por estes achados, foi confirma-
da pelos resultados de imunofluorescéncia indireta, reali-
zado com o antissoro K99 (Quadro 3). Nesta Tabela, po-
de-se verificar ainda que a produgdo de STa, “‘in vivo”
foi detectada em 5 sobrenadantes de fezes, com excegao
do material obtido do leitdao 3728-3, que se apresentou
impréprio para exame.

Os resultados dos experimentos com os leitées 17-1 e
17-2, inoculados com as amostras de E.coli V17, produ-
tora de STb e K88, ndo foram muito elucidativos. Ambos.
animais morreram 25 h apds a inoculagdo, mas na impos-
sibilidade de se realizar o teste de STb, pela falta de lei-
toes, utilizou-se como marcador da recuperagao da amos-
tra inoculada, a detecgao de coldnias K887, nas culturas
de fezes destes animais. Com relagao ao leitdao 17-1, das
15 coldnias isoladas da coprocultura € do contetddo do
Jjejuno e ileo, apenas 6 (40%) apresentaram o antigeno
K88. Em relagao ao leitdo 17-2 das 15 coldnias de E.coli
examinadas foram negativas as isoladas do conteido fe-
cal, jejuno e ileo, fornecendo apenas 2 (13,3%) K88,
exatamente das fezes diarréicas. Infelizmente, os mate-
riais para imunofluorescéncia, que poderiam ajudar escla-
recer estes achados, se extraviaram durante a remessa de
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Concérdia para Campinas. Os dados referentes & amostra
V-17 se acham apresentados no Quadro 4.

Os resultados da inoculagdo experimental em 4 leitGes
com a amostra 567/7, produtora dos fatores de viruléncia
STa e F42 se encontram no Quadro 5.

Todos os leitbes morreram 42 h apds a inoculagéo,
tendo antes apresentado quadro pronunciado de desidra-
tacdo e diarréia, Mais uma vez, os achados de necrépsia
nao diferiram dos observados para os demais grupos, res-
saltando-se apenas o encontro, em todos os leitdes, de
estdmago bastante cheio de leite coagulado e gis (dados
nao apresentados).

Os exames bacterioldgicos realizados para se detectar,
no contedido intestinal dos animais mortos e nas fezes
diarréicas, a ocorréncia nos cultivos de col6nias produto-
ras dos fatores de viruléncia STa e F42 também podem
ser vistos no Quadro 5. Neste caso, em particular foi ob-
servada uma variacdo maior na recuperagdo de colOnias
STat e F427T, tanto de animal para animal, como, por
vezes, em relagdao a diferentes materiais coletados do
mesmo leitdo. A recuperagio de colénias STat, a partir
das fezes de leitoes inoculados, variou de 20% a 86,6%.
Em relacdo ao antigeno F42 a variagdo situou-se entre
53,3% e 66,6%. Apesar destas cifras serem menos eleva-
das do que as encontradas para os dois sorogrupos cita-
dos acima, nao houve divida que ocorreu a colonizagao
do intestino delgado dos 4 leitGes, uma vez que, 0 exame
dos cortes histolégicos, estudados pela técnica de imuno-
fluorecéncia indireta, usando antissoro F42, foi positiva
para os 4 animais. Por outro lado, a semelhanga do que
ocorreu com as amostras do sorogrupo 0101 foi possivel
se detectar a produgdo da enterotoxina STa *‘in vivo’’ nos
leitGes inoculados (Quadro 5).

DISCUSSAO
A reprodugao experimental da colibacilose suina neona-
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tal, em sua forma diarréica, tem sido realizada por diver-
sos pesquisadores de outros paises (Morgan et al. 1978,
Nagy et al. 1978, Chidlow et al. 1979, Soderlind et al.
1982) utilizando para tal amostras de ETEC portadoras
de fatores de colonizagao mais frequentes e ji relatados
h4 algum tempo, comc por exemplo, K88 e K99. Quando
de casos de diarréia em leitées, amostras de E. coli, pro-
dutoras de novos antigenos de aderéncia ou adesinas sdao
descritas, tomando-se como base, para a caracterizagao
destas adesinas, apenas provas indiretas tais como, hema-
glutinagao manose-resistente, ades@o em células de linha-
gem continua e a enterdcitos (Moon et al. 1980, Gaastra
& de Graaf 1982, Fairbrother et al. 1986), se torna ne-
cessdrio averiguar através da reprodug@o experimental da
colibacilose em leitdes, o verdadeiro papel desempenhado
por estes novos antigenos de aderéncia, na etiologia e
evolugdo desta enfermidade.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi a re-
producdo experimental da colibacilose em leitdes, por
amostras de ETEC portadoras do antigeno de aderéncia
F42 (Yano et al. 1986), comparando-se estes resultados
com aqueles obtidos, em experimentos semelhantes, com
outras amostras de ETEC, portadoras dos fatores de co-
lonizacdo K88 e K99.

Os resultados obtidos com a amostra de ETEC STa™ -
F421 e com as amostras de ETEC LT+ - K881 ¢ STa*t
- K991 foram bastante semelhantes. Mesmo no caso das
amostras K887, apesar de estar descrito na literatura que
a existéncia de receptores para este antigeno no intestino
delgado de leitSes € controlado geneticamente, podendo
existir animais que n@o os produzam (Sellwood 1982), os
quatro leitGes utilizados demonstraram possuir tais re-
ceptores, uma vez que foram efetivamente colonizados
pelas amostras de colibacilos K881. Algumas diferengas
mais evidentes foram observadas com o leitao 15-2, cujo
exame bacterioldgico das fezes apresentou uma recupera-
cao média de colbnias K881 de 53% (Quadro 2). Poder-
se-ia sugerir que este animal teria auséncia de receptores
e que a cifra acima seria apenas ocasional, consequente a
eliminacdo das bactérias inoculadas pelo peristaltismo
intestinal. Todavia, o quadro clinico observado, os re-
sultados dos testes dé¢ imunofluorescéncia e a produgao
de STa “in vivo” eliminam esta possibilidade, compro-
vando que o leitdo em questao foi realmente infectado.

Os resultados obtidos com os quatro leitdes inoculadaos
com a amostra de E. coli 567/7, produtora de STa e do
fator de colonizagdo F42, foram extremamente interes-
santes. A evolugdo clinica da doenga experimental pare-
ceu ser menos aguda do que para as amostras dos soro-
grupos 0149 e 0101, levandc porém todos os animais a
morte, com sinais de desidratragdo mais evidentes, pro-.
vavelmente neste caso pela duragao ligeiramente mais
prolongada da enfermidade. A colonizagdo do intestino
delgado dos leitdes, evidenciada através da imunofluores-
céncia indireta, bem como também a detecgdo da produ-
¢do de STa ““in vivo™’, como no caso das amostras K99it,
comprovam que a infeccdo experimental pela amostra

567/7 teve €xito e que o antigeno F42 &€ de fato um novo
fator de colonizagdo para amostras de E.coli de origem
suina, produtoras da enterotoxina STa.

Em dados ndo publicados (Leite et al., comunicagio
pessoal) relatam para alguns municipios do Estado de Sao
Paulo uma prevalecéncia de 12% do antigeno F42, o que
torna este fator de colonizacdo tdo importante quanto ao
K99 e 987P (Nagy et al. 1977, Moon et al. 1980).

A porcentagem de recuperagio de coldnias STa™
-F427% na coprocultura dos leitdes infectados foi menor
do que em relagdo s amostras STat - K991, observan-
do-se em relagio ao antigeno F42 freqii€ncias que varia-
ram de 53,3% a 66%. Este aspecto demonstra que, pelo
menos em relacio a este antigeno, deva ocorrer uma
maior segregagdo ‘‘in vivo”’, o que alids aconteceu tam-
bém com a enterotoxina STa, cuja recuperagdo variou
entre 20% e 86,6%. Ainda que ndo tenha ocorrido uma
correspondéncia absoluta entre a perda de F42 e STa,
estes achados estariam de acordo com o relato sobre a
codificagdo de STa e F42 por um mesmo plasmidio de
21.1 Mdal (Silveira et al. 1987).

Entre as amostras de E. coli estudadas apenas em rela-
¢do a V-17, produtora da enterotoxina STb e do fator de
colonizagdo K88, apesar da ocorréncia de diarréia e
morte dos animais inoculados, os achados nao foram
muito conclusivos, pela impossibilidade de se testar, em
relagdo as coldnias isoladas das fezes destes animais, a
produgédo da enterotoxina Stb. Por outro lado, a pesquisa
do antigeno K88, que poderia ser um parmetro (itil,
mostrou uma cifra de recuperacéo bastante baixa (Quadro
4), que poderia muito bem ser resultado da eliminacéo da
bactéria nas fezes, pelo peristaltismo intestinal. Como os
materiais enviados para os testes de imunofluorescéncia
se extraviaram durante a remessa, nao seria confidvel, ba-
sear-se_apenas nos achados clinicos, para comprovar a in-
feccao experimental por este colibacilo.

.De modo geral, apesar destas diferengas quantitativas
entre os leitGes inoculados com as vdrias amostras de
ETEC estudadas e produtoras de diferentes fatores de
colonizagdo, podemos concluir que, na presente pesqgsui-
sa, o modelo usado para reprodugdo experimental da co-
libacilose suina foi altamente eficiente, possibilitando, em
diversos aspectos, uma comparagao da evolugdo da doen-
¢a produzida por grupos de ETEC ji4 comprovadamente
envolvidos na mesma, com aquela causada por uma
amostra de ETEC, produtora de um novo fator de coloni-
zagdo denominado F42 (Yano et al. 1986), recentemente
descrito no Brasil.
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