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INTRODUCAO

Escherichia coli é um dos agentes etiol6gicos mais freqiientemente isolados em casos
de diarréia no homem e em diferentes espécies animais, principalmente bovinos e suinos
jovens (Savadori et al., 2003). A maioria das cepas de E. coli presentes no trato gastrintestinal
sdo comensais ndo patogénicas, no entanto algumas amostras de E. coli bovina podem
produzir toxinas Shiga-like (STx), termo-labil (LT) ou termo-estavel (ST), Fatores
Necrosantes Citotoxicos (CNF1 ¢ CNF2) e hemolisinas (a-Hly e E-Hly) (Blanco et al, 1993).
A diarréia em bezerros € uma sindrome que ocorre em muitos paises do mundo,
principalmente subdesenvolvidos, e € uma importante causa de perdas econémicas (Barragry,
1997). Dentre as linhagens de E. coli relacionadas a distdrbios entéricos, a ETEC é um dos
principais agentes causadores de diarréia em bezerros até 60 dias (Menezes et al. 2003). A
infeccdo produzida pelas ETEC resulta em diarréia devido a acdo de uma ou mais
enterotoxina, e pode causar severa desidratacdo e levar a morte. As ETEC podem produzir
toxinas termo-labeis (LT-1 e LT-2) e toxinas termo-estaveis (STa e STb). Amostras de E. coli
também produzem uma grande variedade de adesinas que promovem a ligacdo da bactéria a
receptores na superficie das células e a componentes da matriz extra-celular. A adesina
fimbrial F5 (K99) desempenha um importante papel na colonizacdo de ETEC as células
epiteliais do intestino delgado de bezerros (Babai et al., 1997). Outras fimbrias, F41 e F17,
também tem sido identificadas em amostras de ETEC isoladas de bezerros com diarréia
(Contrepois et al., 1998). Embora as amostras que causam infeccdes em humanos estejam
bem caracterizadas, existem informac6es limitadas acerca daquelas que causam doengas em
animais. A Bahia possui 0 maior rebanho bovino do nordeste e estd se credenciando a
exportar carnes para a Europa e Oriente e ndo ha, até o presente momento, estudos
epidemioldgicos acerca da prevaléncia de colibaciloses no Estado. Portanto, faz-se necessario
um estudo da identificacdo dos fatores de viruléncia presentes nos casos de diarréia em
bezerros na regido de Feira de Santana.

METODOLOGIA

Amostras fecais de bezerros com idade entre 0 e 3 meses de nascidos foram coletadas
no periodo de agosto a dezembro de 2010, em diferentes fazendas da regido de Feira de
Santana, por técnicos da fazenda experimental da Faculdade de Medicina Veterinara da
UFBA, Posteriormente, estas amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia
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Aplicada a Saude Publica — LAMASP, da UEFS, para analise microbiologica. As amostras
fecais foram diluidas em tampdo fosfato pH 7,4, estéril e, em seguida, foram semeadas em
meio de cultura Agar MacConkey sendo incubadas por 24hs a 37°C. Ap0Os o periodo de
incubagdo foi possivel o isolamento de col6nias fermentadoras ou ndo de lactose. Dentre
estas, 120 colbnias, identificadas como fermentadoras de lactose, foram inoculadas em meio
BHI (Brain-heart infusion broth) por 24hs a 37°C, para posterior realizagdo de testes
bioquimicos e identificacdo de possiveis amostras de E. coli. As colnias identificadas como
sendo E. coli foram estocadas em meio LB Broth (Lennox) para a realizagdo de estudos dos
fatores de viruléncia no Laboratdrio de Fatores de Viruléncia em Bactérias — Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia (1.B.), UNICAMP. A extracdo do DNA
bacteriano foi realizada conforme Blanco et al. (1997), com modificacdes. As amostras foram
pré-cultivadas em meio TSB, a 37°C por 24h e depois semeadas no meio de cultura TSA
(trypticase soy agar) e incubadas a 37°C por 24h para a obtencéo de crescimento confluente.
Foi feita a coleta da amostra e esta suspensa em 300ul de tampao TE (10mM Tris, ImM
EDTA, pH8,0). Esta suspensdo foi submetida a fervura, em banho-maria, a 100°C por 10
minutos para o rompimento da membrana bacteriana e a liberacdo do &cido nucléico. Em
seguida, a suspensao foi centrifugada a 12000 rpm por 3 minutos, sendo o “pellet” descartado
e 0 sobrenadante utilizado para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os produtos da PCR
foram separados por eletroforese em gel agarose 2% (Amershan Pharmacia Biotech/Suécia)
em tampdo Tris 2M, &cido acético 0,04M, EDTA 0,01M pH8 (TAE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho objetivamos identificar os fatores de aderéncia de E. coli presentes em
bezerros diarreiogénicos da regido de Feira de Santana. Das 30 amostras de E. coli estudadas,
foram encontrados 28 (93,3%) amostras positivas para pelo menos um dos fatores de
aderéncia envolvidos neste estudo. Um resultado semelhante ao descrito por Rigobelo et al.,
(2006). A fimbria K99 (F5) desempenha um importante papel na colonizacdo de celulas
epiteliais no intestino delgado de bovinos. Logo, € muito comum sua identificacdo em
amostras de E. coli de bezerros diarreiogénicos (Figueiredo et al. 2004). Em 19 (63%) das
amostras analisadas foi detectado o gene que codifica a fimbria K99. Observou-se também, a
associacao desta fimbria com as toxinas LT-2 e STx-1 e a fimbria F17 , uma relagdo néo
encontrada em outros estudos (Blanco et al. 1988; Salvadori et al. 2003). A fimbria F17 foi
identificada em 9 (30%) amostras, sendo encontrada também, associada as toxinas LT-2 e
STx-1 (Tabela-4). Um resultado similar ao analisado por (Shimizu et al., 1987; Leite et al.,
1988; Salvadori et al., 2003). A relacédo entre F17 e K99 produzidas por uma mesma amostra
de ETEC em bezerros € um fator de colonizacdo que torna 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
verificar alguns fatores de aderéncia de E. coli comuns em bezerros com diarréia,
contribuindo assim, para a analise do perfil de viruléncia de cepas patogénicas de E. coli
isoladas de bezerros com diarreia na regido de Feira de Santana.

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa mostraram que cepas de E. coli isoladas de bezerros
diarreiogénicos da regido de Feira de Santana, sdo produtoras de fatores de colonizagdo. Estes
resultados sugerem que € necessario um estudo mais aprofundado e com uma amostragem



maior para a identificacdo da prevaléncia dos fatores de viruléncia associados a colibacilose
bovina na regiao.
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