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IDENTIFICACAO SOROLOGICA ECARACTERIZA(}AO DAS TOXINAS DE ESTIRPES DE Escherichia
coli ISOLADAS DE SUINOS COM DIARREIA, CRIADOS
NO ESTADO DE SAO PAULO*

SEROLOGIC CHARACTERIZATION AND TYPING OF THE TOXINS PRODUCED BY STRAINS OF
Escherichia coli ISOLATED FROM SWINES WITH DIARRHOEA IN THE STATE OF SAO PAULO

Simone Assls Rosas de Aquino VIEGAS'; Roberto Mitlo YANAGUITA’iEdgard de Aquino VIEGASS;
Luzinete Alves SILVA*; Silvio Arruda VASCONCELLOS5

RESUMO

Em cinco criagdes dc suinos localizadas nos municipios dc Braganca Paulista c Guarulhos, no Estado
dc Stio Paulo, Brasil, foram colhidas amostras dc fezes dc 85 leitdes, com um a 30 dias dc idade,
apresentando quadro clinico dc diarréia. A pesquisa de enterotoxina termoestavel (STa) foi efetivada
através do teste em camundongos recém-nascidos enquanto a demonstragdo da SThb foi realizada em
alca ligada dc intestino dc suino. O sorogrupo 0149 foi constatado cm 19 (22,35%) isolamentos dos
quais 16 (18,82%) produziram enterotoxina STa e trés (3,53%) produziram enterotoxinas STac STh.
O sorogrupo 0139 foi observado em oito (9,41%) estirpes produtoras da enterotoxina STa. Os
sorogrupos 010, 0119, 0148 c 0158 somente foram produtores dc enterotoxina STa; entretanto, o
sorogrupo 020 apresentou ainda um (1,17%) isolamento com enterotoxina STb c dois (2,35%)
produzindo simultaneamente STa ¢ STh. Foram observadas duas (2,35%) estirpes produtoras dc

enterotoxina STa nos sorogrupos 035 e 0157.

UNITERMOS: Diarréia, suinos; Escherichia coli; Enterotoxinas

INTRODUCAO

A diarréia colibacilar ocupa uma posicdo dc destaque entre as
doengas responsaveis por mortalidade de suinos jovens
(Wrm G1§ 1981). Segundo as observagdes dc SMITH e
HALLSI3(1967) a diarréia é provocada pela proliferacdo dc
Escherichia coli no intestino delgado, seguida da elaboracédo
dc uma enterotoxina, que determina a producdo dc sccrccéo
fluida. Existem dois tipos de enterotoxinas: uma termoestavel
(ST) SMITH ¢ HALLSH (1967) c outra termolabil (LT)
GYLES e BARNUM9(1969). Tem sido observado que amos-
tras fecais de origem suina produzem dois tipos de enterotoxina
ST: STa e STb diferentes entre si quanto as propriedades
bioquimicas e atividade biolégica (CASTRO et al.2 1984).

MOON et al.10 (1986) utilizando a prova dc hibridizacdo do
DNA, observaram c¢cm suinos originarios da América do Nor-
te ¢ Europa, que o gen mais freqliente foi o STh, seguido do
STa e do LT; a combinagcdo mais prevalente foi LT - STh,
sendo que STa e STh ocorreram de forma isolada. O gen STa
ocorreu em 35,0% dos suinos jovens com colibacilose cntérica
neonatal. Nos animais mais velhos com colibacilose cntérica
e naqueles com doenca do edema, o gen STb foi verificado
isoladamente ou cm combinacdes, em frequéncias iguais ou
superiores a 95%.

SODERLIND ¢ MOLLBY15(1978), na Suécia, efetivaram 44
isolamentos de E. coli enterotoxigénicos em 200 amostras dc
fezes de suinos mortos com diarréias neonatal dos quais 13
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foram produtores de enterotoxina termoestavel (ST), distri-
buidos nos sorogrupos: 09, 020, 032, 064, 098, 0107, 0112,
0118,0139 c 0149.

YOON et al.I7 (1984), na Coréia, estudando 361 isolamentos
dc E. coli originéarios dc suinos conseguiram cstabclcccr a
identificacdo sorolégica dc 162 estirpes, cujos sorotipos mais
frequientes foram: 0141: K85 (19,8%); 0138: K81 (13,6%);
0139: K12 (9,3%); 045: K87 (8,6%); 010: K5 (6,8%); 0147:
K87 (5,6%); 08: K87 (4,9%) c 0119: K69 (4,9%).

BARCELLOS ¢ BAPTISTA1(1977) identificaram cm 21 sur-
tos dc colibacilose nos Estados do Rio Grande do Sul ¢ dc
Santa Catarina, Brasil, os sorotipos: 0138: K81 (B); 045: K
“E-65"; 0141: K85 a, ca; K88 ac; 0119: K “V 113", 0 “V17”;
0141: K 85 a.c (B); 035: K “V79”; 0108: K “V189”; 064: K
“V1427;08; K “P16” (A).

SIMOESLR em 1979, em 1000 amostras dc fezes dc suinos
com diarréia colhidas no Estado dc Séo Paulo, Brasil, conse-
guiu 700 isolamentos de Escherichia coli dos quais 14 (2,0%)
produtores dc enterotoxina LT; cm 500 destes isolamentos 23
(4,6%) foram capazes de produzir enterotoxina ST distribui-
dos nos sorogrupos 0101,03,07,08,080,085,0138,0117.

GATTI7 em 1983, pesquisando a produc¢do dc STa cm 323
isolamentos dc E. coli originarios de suinos do Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, observou que 33 (10,2%) foram positi-
vos; destes 13 (39,39%) pertenciam ao sorogrupo 0138, 12
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(36,36%) ao 0141, um (3,03%) ao 09, dois (6,06%) ao 064,
um (3,03%) ao 0139, quatro (12,12%) ao 0149; cm 126 isola-
mentos pesquisados quanto a producdo dc STh, 31 (24,6%)
foram positivos dos quais dois (6,45%) 035, um (3,22%) 064,
dois (6,45%) 0108, um (3,22%) 0115, trés (9,67%) 0119, trés
(9,67%) 0139,11 (35,48%) 0149 e oito (25,80%) 0157.

CASTRO et al.1 (1984) observam que dc 477 estirpes dc
Escherichia coli isoladas dc fezes diarréicas dc suinos oriun-
dos da regido de Concdrdia, cm Santa Catarina, Brasil, 86
(18,02%) produziram enterotoxina STa c¢ foram classificadas
nos seguintes sorogrupos: uma no 09; duas no 010, quatro no
035, duas no 064, e no 0108, duas no 0138, uma no 0157.
Entre as 381 estirpes STa negativas, 49 (12,53%) foram STh+
e uma pcrtcnccu ao sorogrupo 09; quatro ao 010; uma ao
0139; duas ao 0149; uma ao 0157 ¢ 39 isolamentos ndo foram
classificadas.

Considerando a importancia do conhecimento dos sorogrupos dc
E. coli ¢ dc suas respectivas enterotoxinas, com vistas a
estruturagdo dc programas dc controle das doencgas cntéricas
dos suinos jovens, o presente trabalho objetivou determinar os
sorogrupos dc E. coli cntcrotoxigcnicos isolados cm casos na-
turais dc diarréia em suinos, criados no Estado dc S&o Paulo.

MATERIAL E METODO

Oitenta c cinco amostras de fezes foram colhidas com auxilio
de zaragatoas diretamente do reto dc suinos com um a 30 dias
dc idade, em trés propriedades do Municipio de Guarulhos e
duas propriedades do Municipio de Braganga Paulista, no Es-
tado dc S&o Paulo, Brasil, durante o primeiro semestre do ano
dc 1986. As amostras, acondicionadas cm solugdo salina
glicerinada ¢ tamponada (EDWARDS; EWINGS5, 1972), fo-
ram processadas no mesmo dia da colheita. Para identificacdo
presuntiva foi utilizado o meio do Instituto Adolfo Lutz (IAL)
preconizado por PESSOA ¢ SILVA" (1972).

A classificagdo sorolégica foi realizada segundo recomenda-
¢bes dc EDWARDS ¢ EWING5(1972) utilizando os anti-so-
ros: 08, 010, 020, 035, 045, 064, 0101, 0108, 0115, 0119,
0139, 0141, 0145,0147,0148,0149,0157, 0158, 0167. Apos
a identificacdo bioquimica c soroldgica cada amostra foi con-
servada em agar nutritivo cm temperatura ambiente e em Brain
Hcart Infusion (BHI) com 15% dc glicerina a temperatura dc
-20°C, até a realizagdo da pesquisa da enterotoxina
termocstavcl (ST).

O meio utilizado para producdo da enterotoxina foi o dc
Casaminoacids Ycast Extract (EVANS ct al.6, 1973). A de-
monstragdo da enterotoxina STa foi realizada em camundon-
gos com um a quatro dias dc idade (DEAN et al.3 1972). A
pesquisa da enterotoxina STb foi executada segundo a técnica
dc alcas intestinais ligadas cm leitbes com aproximadamente
cinco semanas dc idade ¢ com trés a sete kg de peso (CAS-
TRO etal.J, 1984).

RESULTADOS

A presenca dc Escherichia coli foi confirmada cm 65 das 85
amostras examinadas (76,47%); 57 (67,05%) pertenciam a
apenas um sorogrupo c oito (9,41%) pertenciam a dois
sorogrupos, totalizando, portanto, 73 isolamentos.

Na Tab. 1, sdo apresentados os resultados dos exames das
amostras de fezes de suinos com diarréia, segundo a identifi-

cagdo sorologica das quais foram isoladas Escherichia coli
produtoras ¢ ndo produtoras dc enterotoxina termocstavcl (ST).
Observa-se que dentre as 70 (82,35%) estirpes produtoras dc
enterotoxina termocstavcl, 39 (45,88%) foram identificadas
sorologicamcnte enquanto 31 (36,47%) ndo o foram. Trés
(3,53%) estirpes ndo produziram enterotoxina termocstavcl
(ST) sendo classificadas nos sorogrupos 010, 020 ¢ 0147,
totalizando assim 42 isolamentos identificados.

TABELA 1

NUmero dc estirpes dc Escherichia coli produtoras e ndo produtoras de
enterotoxina termocstévcl (ST) isoladas dc suinos com diarréia. S&o Paulo, 19S6.

Identificadas Na&o identificadas

Amostras Sorologicamcnte Sorologicamcnte Total %
N° % N® %

ECET ST+ 39 (45,88) 31 (36,47) 70  (82,35)

ECET ST- 03 (3.52) 03 (3,52)

Total 42 (49,41) 31 (36,47) 73 (85,88)

ECET ST+ = Escherichia coli produtora dc enterotoxina termocstavcl
ECET ST- = Escherichia coli ndo produtora dc enterotoxina termocstavcl
dado inexistente

Na Tab. 2, sdo apresentados o0s resultados do exame das
amostras dc fezes de suinos com diarréia, segundo o sorogrupo
de Escherichia coli c o tipo de enterotoxina; saliente-se que
dos 73 isolamentos dc E, coli obtidos, 70 foram produtores de
enterotoxina termocstavcl. Dos 19 anti-soros utilizados na
identificacdo dos grupos sorolégicos, nove reagiram com as
estirpes estudadas. Com o sorogrupo 0149 reagiram 19
(22,35%) estirpes das quais 16 produziram enterotoxina STa
e trés (3,52%) produziram simultaneamente STa ¢ STh. Com
0 sorogrupo 0139 reagiram oito (9,41%) estirpes todas produ-
toras dc enterotoxina STa. O sorogrupo 020 apresentou qua-
tro (4,70%) estirpes reagentes com uma (1,17%) estirpe STa,
uma (1,17%) estirpe STb c duas (2,35%) estirpes apresentan-
do as enterotoxinas STae STbh. Com o sorogrupo 035 reagiram
duas (2,35%) estirpes 0 mesmo acontcccndo com 0 sorogrupo
0157 todas produtoras da enterotoxina STa. J4 0S sorogrupos
010, 0119, 0148 c 0158 apresentaram somente estirpes pro-
dutoras da enterotoxina STa.

Dentre as 31 (36,37%) estirpes que ndo aglutinaram os anti-
soros utilizados, uma (1,17%) foi produtora da enterotoxina
STh, 26 (30,58%) enterotoxina STa ¢ cm quatro (4,70%) evi-
dcnciou-se a combinagdo das enterotoxinas STa/STh.

Na Tab. 3, encontra-se a relagdo das amostras dc fezes dc
suinos com diarréia cm que foi detectado simultaneamente
mais dc um sorogrupo de Escherichia coli, segundo o nime-
ro de ordem da amostra, o sorogrupo c o tipo dc enterotoxina
envolvido. Pode-se observar que em duas oportunidades, nas
amostras com numero de ordem 1 c 8, houve a presenga
simultdnea dos sorogrupos 0139 ¢ 0149, ambos produtores dc
enterotoxina. Na amostra nimero de ordem 1, 0 sorogrupo
0149 produziu apenas a enterotoxina STa, enquanto nas
amostras com namero de ordem 4,8,5,7 e 2 houve producao
das enterotoxinas STa ¢ STh.

DISCUSSAO

Os resultados observados com relagdo a freqiiéncia dc amos-
tras com presenca dc E. coli (76,47%) sdo proximos aos obti-
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TABELA 2

Resultado do exame de amostras dc fezes de suinos com diarréia segundo o sorogrupo dc Escherichia coli ¢ o tipo dc enterotoxina. Sdo Paulo, 1986.

Sorogrupos

Néo identi-
ficados *

0149
0139
020
035
0157
010
0119
0148
0158

Total

Enterotoxinas

STa

26/85 **
16/85
08/85
01/85
02/85
02/85
01/85
01/85
01/85
01/85

59/85

%

(30,58)
(18,82)
(9,41)
1.17)
(2.35)
(2.35)
0.17)
1.17)
(1.17)
1.17)
(69,41)

STa/
STh % SThb % Total %
01/85 (1.17) 04/85 (4,70) 31/85 (36,47)
03/85 (3,52) 19/85 (22,35)
08/85 (9.41)
01/85 0.17) 02/85 (2,35) 04/85 (4,70)
02/85 (2,35)
02/85 (2,35)
01/85 (1.17)
01/85 1.17)
01/85 (117
01/85 0.17)
02/85 (2,35) 09/85 (10,58) 70/85 (82,35)

*= Isolamentos que ndo aglutinaram com os anti-soros utilizados; ** = NUmero deamostras positivasAotal de amostras examinadas; STa = Amostras que reagiram
exclusivamente com enterotoxina termocstavel a; STb = Amostras que reagiram exclusivamente com enterotoxina tcrmocstavcl b; STa/STb = Amostras que

reagiram simultaneamente com as duas enterotoxinas; ... = dado inexistente

TABELA 3
Relacdo de amostras de fezes de suinos com diarréia em que foi detectada
simultaneamente mais de um sorogrupo dc Escherichia coll, segundo o nimero
da amostra, o sorogrupo e tipo dc enterotoxina envolvida. Sao Paulo, 1986.

Na Tab. 2, verifica-se que dos 19 anti-soros utilizados somen-
te nove reagiram com as estirpes isoladas. O anti-soro 0149
apresentou maior nimero de reagentes com 19 (22,35%) es-
tirpes, das quais 16 (18,82%) revelaram-se produtoras de

Ndmero de _ enterotoxina STa. Estes resultados sdo superiores aos obtidos
fnr]gg{?a Sorogrupo STi”temtOX'”stb por GATTF (1983) e CASTRO ct al.2(1984), que encontra-
ram este sorogrupo cm frequéncias dc 12,12% c¢ 1,16%, res-
1 0139 + pectivamente, entre as estirpes produtoras dc enterotoxina STa.
0149 + - Observa-se também que em trés (3,52%) houve combinagdes
das enterotoxinas STa/STbh o mesmo encontrado por
2 g/llldim : . ECHEVERRIA ct al.4 (1985) ao utilizarem a prova dc
hibridizacdo do DNA.
3 838 + N Os oito isolamentos (9,41%) pcrtcncentes ao sorogrupo 0139
foram produtores dc enterotoxina STa. A presenca do sorogrupo
4 0157 + - 0139 também foi citada cm casos dc diarréia cm suinos por
020 + + YOON et al.I7 (1984) na Coréia e por SODERLIND ¢
5 S/ident. + _ MOLLBY 15 (1978) na Suécia. Este sorogrupo foi identificado
S/ldenL + + no Brasil como produtor da enterotoxina STh por CASTRO ct
al.2(1984) ¢ por GATTF (1983) que também verificou a ocor-
6 0158 + — réncia da enterotoxina STa cm frequéncia bem menor.
S/ldent. + +
A presenca do sorogrupo 020 foi evidenciada pela producédo
7 3:322: M * de enterotoxina STa (1,17%) da enterotoxina STb (1,17%) ¢
' ’ da combinagcdo das enterotoxinas STa/STb (2,35%). Este
8 0139 + _ sorogrupo também foi citado por SODERLIND e MOLLBY 5
0149 + + (1978) cm casos dc diarréia nconatal cm suinos.

S/ldent. = Amostras néo identificadas sorologicamcnte

STa = Enterotoxina termocstavel a

STb = Enterotoxina teimoestavel b

+= Sinal representativo de que aamostra é produtora da enterotoxina indicada
- = Sinal representativo de que a amostra ndo é produtora da enterotoxina
indicada

dos por SIMOES12(1979) que constatou 70% dc positividade
cm amostras colhidas no Estado dc S&o Paulo ¢ superiores
aos observados por SODERLIND ¢ MOLLBY 5 (1978), na
Suécia (22,00%).
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Em relacdo ao sorogrupo 035 os resultados foram inferiores
aos 4,05% encontrados por CASTRO et al.2 (1984) e aos
6,45% encontrados por GATTF (1983) que referiu a presenca
deste sorogrupo produzindo enterotoxina STb.

O percentual encontrado para o sorogrupo 0157 foi dc 235% para
enterotoxina STa Para este mesmo sorogrupo, GATTF (1983)
isolou 25,80% de estirpes positivas, somente produtoras da
enterotoxina STh; segundo os dados disponiveis este é o primeiro
registro da producéo dc enterotoxina STa pelo sorogrupo 0157.

Os resultados verificados para o sorogrupo 010 foram inferiores
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aos encontrados por YOON ct al.17 (1984) que obtiveram uma
frequéncia de 6,8% c superiores aos dc CASTRO ct al.2 (1984)
que observaram uma ocorréncia dc 0,4% entre as estirpes STa+.

O sorogrupo 0119 ocorrcu no presente experimento cm apenas
uma ocasido, porém sua presenca cm suinos com diarréiaja foi
constatada na Coréia por YOON ct al.17(1984), ¢ no Brasil por
BARCELLOS ¢ BAPTISTAL(1977) c por GATTI7(1983).

Os sorogrupos 08, 045, 064, 0108, 0115, 0138 ¢ 0141, cita-
dos por BARCELLOS e BAPTISTA' (1977); SIMOESR
(1979); GATTI7 (1983); CASTRO ct al.2 (1984), nlio foram
identificados neste experimento, enquanto o sorogrupo 0147
que apareceu cm uma oportunidade, ndo foi produtor da
enterotoxina ST, 0 mesmo acontcccndo com uma estirpe per-
tencente ao sorogrupo 010 ¢ uma ao sorogrupo 020. Entre os
sorogrupos cntcropatogénicos classicos para suinos (GUINEE
et al.§ 1977) somente foram observados o 0149 c o 0157.

Relativamente a freqiiéncia dc isolamentos dc Escherichia coli
produtores dc enterotoxina STa, o valor encontrado neste ex-
perimento dc 69,41% foi superior aos 6,5% referidos por
SODERLIND ¢ MOLLBY155(1978), aos 10,2% observados por
GATTI7 (1983) c aos 18,02% encontrados por CASTRO ct
al.2 (1984). Quanto aos resultados encontrados para estirpes
produtoras dc enterotoxina STh, o valor observado dc 2,35%
foi inferior ao referido por GATTI7 (1983) c por
ECHEVERRIA ct al.4(1985).

O predominio dc isolamentos dc amostras dc Escherichia coli
produtores unicamente de enterotoxina STa (69,41%), pode
scr atribuido a faixa etaria dos animais utilizados (MOON ct
al.10 1986).

No presente trabalho vcrifica-sc que os sorogrupos 020,0149
e quatro estirpes, n3o identificadas sorologicamcntc, produzi-
ram, simultaneamente, ambas as enterotoxinas ST, fato este
ndo demonstrado por GATTI7 (1983) ¢ por CASTRO ct al.2
(1984). Das 65 (76,47%) amostras dc fezes diarréicas dc sui-
nos, nas quais sc isolou Escherichia coli, cm oito (9,41%) fo-
ram encontrados dois sorogrupos ¢ cm 57 (67,05%) apenas
um, totalizando 73 isolamentos. Desta maneira, nestas oito
amostras foram isolados dois sorogrupos dc Escherichia coli
entcrotoxigénicos, conforme verificado na Tab.3, notando-sc,
também, que cm duas oportunidades houve a presenca simul-
tanea dos sorogrupos 0139 ¢ 0149 nas amostras identificadas
como 50 ¢ 366. Na amostra 50 o sorogrupo 0149 produziu
apenas a enterotoxina STa, enquanto nas amostras 123, 142,
347, 366, 82 houve producdo simultanea das enterotoxinas
STa e STh, fato este ja verificado por ECHEVERRIA ct al4
(1985).

CONCLUSAO

Em suinos jovens, criados no Estado dc Sdo Paulo ¢ apresen-
tando diarréia, foi efetivado o isolamento dc Escherichia coli
cntcrotoxigénica (STa 69,48% e STb 2,35%), a partir dos
sorogrupos 0149 (22,35) ¢ 0139 (9,41%) sendo também iden-
tificados com menor freqiiéncia os sorogrupos 010,020, 035,
0119,0157 c 0158.

SUMMARY

Faecal samples were collectcd from 85 piglets with diarrhoea
in five pig farms located in the Municipalities of Braganca
Paulista and Guarulhos in the State of S30 Paulo, Brazil. The

prcscnce of thermostable entcrotoxin (STa), was achieved by
the new-born mouse test; whereas for the (STb) type, it was
used the test in tied loops of pig bowel. Among the scrogroups
investigated, the 0149 was found in 19 (22.35%) isolations,
having 16 (18.82%) of them producing STa entcrotoxin, and
three (3.52%) the STa and STb types. In the scrogroup 0139,
eight (9.41%) strains produced STa entcrotoxin. The
scrogroups 010, 0119, 0148 and 0158 produced only the STa
cntcrotoxin. However, the scrogroup 020 presented some more
features: one (1.17%) sample had STb cntcrotoxin and two
(2.35%) produced, simultaneously, STa and STh. Two (2.35%)
STa cntcrotoxin positive samples were observed, in the
scrogroups 035 and 0157.

UNITERMS: Swine diarrhoea; Escherichia coli; Entcrotoxins
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