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RESUMO

Este estudo determinou a presen¢a do fator de colonizagdo (FC) F42 em 387 amostras
de Escherichia coli isoladas de suinos neonatos, sendo 168 amostras provenientes de fezes
diarréicas e 219 de fezes ndo diarréicas. Ensaios de soroaglutinagdo determinaram a presenga
de F42 em 28 (7,23%) das 387 amostras de E. coli; sendo 12 (7,1%) amostras originarias de
fezes diarréicas e 16 (7 ,3%) de ndo diarréicas As amostras de Escherichia coli portadoras de
F42 foram estudadas através de PCR quanto a presenga de genes das enterotoxinas, onde n3o
verificamos a ocorréncia de genes da enterotoxina termolabil, contrastando com a alta
freqiiéncia observada para ST-II (75%), 54% para ST-1, e a associagdo entre ST-I e ST-II em
35,7% das amostras, indicando forte associagio do FC F42 com as enterotoxinas
termoestéaveis. O sorogrupo das amostras F42 positivas foi determinado, sendo o sorogrupo O8
o prevalente (32,1%) seguido dos sorogrupos 098 (10,7%) e O9 (7,1%). Outros sorogrupos
também foram identificados 01, O11, 015, 018, 032, 035, 049, 073, 084, 0101, O110,
O112. Demonstramos a importancia do FC F42 na etiologia da diarréia neonatal e sugerimos
que na formulagdo de uma vacina contra a Colibacilose neonatal suina seja incluido o FC F42.
Concluimos assim, que o FC F42 estd presente no campo, podendo ser isolado tanto de

animais diarréicos como de sadios.
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ABSTRACT

The objectives of this survey were to determined the presence of the colonization
factor F42 in 387 Escherichia coli isolated from newborns piglets, being 168 strains
proceeding from diarrheic and 219 from not diarrheic stools. Agglutination test determined
the presence of F42 in 28 (7.23%) of the 387 E. coli strains; being 12 (7.1%) strains isolated
from diarrheal and 16 (8.3%) from non diarrheic stools. Thus, we conclude that the FC F42 is
present in the field, being able to be isolated in both diarrheic and healthy animals. Through
Polymerase chain reaction (PCR) in F42 positive strains we could screen the extent of the
genes presence of the enterotoxins (ST-I, ST-II, LT-I and LT-II). We do not verify the
occurrence of genes of the thermolabile enterotoxins (LT-I and LT-II). It contrasts with the
high frequency observed for ST-II (75%) and for ST-I (54%). The association between ST-I
and ST-II in 35.7% of strains, indicates an strong association of the FC F42 with the
thermostable enterotoxins. Serogroups of F42 positive strains were determined. Serogroup O8
revealed prevalent (32.1%), followed by the serogroups 098 (10.7%) and Q9 (7.1%). Others
serogroups were also identified O1, O11, O15, 018, 032, 035, 049, 073, 084, 0101, 0110,
O112. We have proved the importance of the FC F42 in the etiology of the neonatal diarrhea

and suggest a design and development of a vaccine will be prevent the porcine colibacillosis.



1. INTRODUCAO

A suinocultura brasileira conta com um plantel de 36,5 milhdes de cabegas colocando-
se entre as oito principais produtoras mundiais de carne suina (http:// www.suino.com.br). Nas
ultimas décadas, a mesma tem buscado um mercado cada vez mais especializado devido a
grande demanda da carne suina, visto que é a carne mais consumida no mundo (http:/
WWW.suino.com.br).

Devemos entdo, enquanto pais em desenvolvimento, considerar a suinocultura como
uma das principais atividades econdmicas. Em detrimento a isso, a colibacilose neonatal
preocupa a suinocultura brasileira bem como todos os outros paises que tem esta atividade
como uma das principais fontes econOmicas, pois esta enfermidade pode diminuir

drasticamente o plantel de suinos.

COLIBACILOSE NEONATAL:

Doenga que acomete os leitdes nos primeiros cinco dias de vida, produzindo uma
diarréia intensa seguida de desidratacdo e alta mortalidade. A doenga esta distribuida
mundialmente e pode afetar todos ou apenas alguns leitdes da leitegada. O aparecimento da
diarréia ocorre comumente 24 horas apds o parto, no entanto, a diarréia pode aparecer 2 a 3
horas apos o nascimento.

Alguns leitdes podem morrer sem apresentar diarréia, enquanto outros mostram
diversos graus desta. A diarréia é de coloragdo branco - amarelada podendo varar para
marrom. Depress3o, apatia e desidratagdo sdo sinais clinicos comumente observados € nos

casos severos, a mortalidade é alta. Ndo ha lesdes microscopicas. Macroscopicamente



observa-se o intestino repleto de liquido, muco e gas e a desidratagdo da carcaga. (http://
WWW.suino.com.br).

A colibacilose neonatal e a diarréia poés desmame acometem leitdes nos primeiros
cinco dias de vida e apds vinte e um dias, produzindo uma diarréia intensa seguida de
desidratagdo e, se ndo tratada a tempo, causa altas taxas de mortalidade.

Existem muitos fatores que influenciam a doenga, dentre os quais podemos citar:

1- Temperatura ambiental: a temperatura ambiente quando foge da ideal (30 a 32°C)
para leitGes recém-nascidos, ha uma redugdo na ingesta de colostro havendo um gasto de mais
energia para a manutengdo da temperatura corporal com uma conseqiente predisposi¢do as
infecgGes bacterianas.

2- Contaminagdo das instalagbes: tem uma direta relagdo entre a infecciosidade
ambiental e o aparecimento das diarréias, havendo ai um aumento do nivel de agresséo,
superando a capacidade de resisténcia do organismo, com isso ocorre o desenvolvimento da
doenga a nivel clinico.

3- Umidade ambiental e a presenga de corrente de ar, fazem com que o leitdo perca
calor; a falta de bebedouro pode induzir o leitdo, a suprir suas necessidades de liquido,
bebendo urina ou agua do bebedouro da porca, que muitas vezes contém restos alimentares,
provocando assim um desequilibrio digestivo no leitdo e o aparecimento da diarréia.

4- A baixa imunidade transferida pelo colostro: onde leitdes filhos de fémeas
primiparas sd0 mais susceptiveis a infecgdes, pois as porcas jovens ainda ndo entraram em
contato com certos microrganismos € nio desenvolveram uma imunidade que possa ser
transferida aos leitdes, pelo colostro.

5- O stress do leitdo: ao ser separado da mée, torna-o mais susceptivel a infecgdes.



Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria gram negativa, anaerdbia facultativa, pertencente a
familia Enferobacteriaceae, tribo Escherichia, de ocorréncia freqiente na microbiota
intestinal humana e de animais, colonizando o hospedeiro desde suas primeiras horas de vida
na qualidade de comensal (Edwards & Ewing, 1972; Nataro & Kaper, 1998).

Mesmo integrando a microbiota intestinal humana e de animais homeotérmicos,
algumas linhagens podem apresentar-se patogénicas devido a capacidade que possuem de
colonizar, invadir e/ou destruir tecidos, produzir toxinas ou de captar produtos essenciais do
hospedeiro, causando infecgGes extraintestinais (sepsis, meningite, infecgdes do trato urinario,
peritonites etc.) ou infecgdes intestinais (diarréia, disenteria, colite hemorragica, sindrome
hemolitica urémica etc.) (Levine, 1987; Robins-Browne, 1987; Blanco et al., 1992; Nataro &
Kaper, 1998).

Como agentes de infecgBes intestinais e de acordo com Nataro & Kaper (1998), s@o
admitidos atualmente pelo menos seis diferentes categorias de E. coli, definidas de acordo
com o conjunto de genes de viruléncia que albergam e os sinais e sintomas que evocam. Estas
categorias compreendem: a E. coli enterotoxigénica (ETEC), a E. coli enteropatogénica
(EPEC), a E. coli enterohemorragica (EHEC), a E. coli enteroagregativa (EAEC), a E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) e a E. coli enteroinvasora (EIEC).

Estas categorias de F. coli, além de acometerem humanos, podem acometer animais de
interesse econdmico como suinos, bovinos e ovinos, aumentando assim o indice de
mortalidade dos animais jovens (Corréa & Correia, 1992; Nataro & Kaper, 1998).

Dentre estas seis categorias de E. coli relacionadas com enteropatogemias, E. coli
enterotoxigénicas (ETEC) tém grande importdncia, pois podem causar enfermidades

infecciosas ou infecto-contagiosas agudas ou sub agudas de apresentagdo clinica polimorfa;



acometendo criangas geralmente com até cinco anos de idade, provocando diarréia, sendo
responsaveis também pela diarréia dos viajantes, em adultos, mas ETEC acomete
principalmente bovinos e suinos jovens (Gonzélez & Blanco, 1987; Nataro & Levine, 1994;

Nataro & Kaper, 1998).

O antigeno somatico (O) de E. coli, que diferencia amostras virulentas das ndo
virulentas € um antigeno lipopolissacaridico, complexo, estavel a 100°C ou a 120°C, dividido
em dois grupos, baseados em sua mobilidade em campo elétrico, onde o primeiro grupo €
im6vel e usualmente esta associado a doengas extraintestinais (auséncia de compostos acidos
no lipopolissacarideo (LPS) que compde a parede celular da bactéria) e o segundo grupo que
apresenta mobilidade para a por¢do catidnica na eletroforese, usualmente associa-se a doengas
entéricas (presenga de compostos acidos no LPS). O gene para o antigeno O pode sofrer
mutagdes, apresentando variagdes suaves O” e O, onde normalmente O sdo ditas coldnias
rugosas (perderam a especificidade antigénica), pois auto-aglutinam em salina e por isso ndo
podem ser sorotipadas nos procedimentos usuais de laboratério (Lior, 1994).

Nas colibaciloses, alguns sorogrupos (06, 08, 09, 020, 025, 045, 063, 064, 078,
0101, O115, 0128¢c, 0138, 0141, 0147, 0148, 0149 e 0O157) tém sido descritos como
associados a fatores de colonizagdo envolvidos em diarréia de suinos jovens (Gonzélez &
Blanco, 1987; Alexander, 1994, Gonzalez & Garabal, 1998; Campos & Trabulsi, 1999).
Soderlind et al. (1988) relataram os sorogrupos 08, 064, 0101, 0141 e O149; Woodward &
Wray (1990) detectaram em seus experimentos a prevaléncia do sorogrupo O138; Nagy ef al.
(1990) relataram a presenga de 0141, 0149 e O157 nas amostras de ETEC que acometiam
leitdes com diarréia; Garabal ef al. (1997) demonstraram como prevalentes os sorogrupos O8,

09, 020, 0101, 0138, 0141 e 0149; Kwon et al. (1999) demonstraram os sorogrupos 020,



0162, 0141 e 0149; Nagy & Fekete (1999), demonstraram que os sorogrupos: 08, 09, 020,
0101, 0115, 0139, 0141, 0147, 0149 e 0157 apareciam com maior freqiiéncia em seus
experimentos; Parma et al. (2000) relataram a prevaléncia do sorogrupo 064, seguido de OS,
09, 0101, 0138, 0139, 0149 ¢ 0162.

A patogenicidade de ETEC se d4 pela combinagdo de dois fatores de viruléncia: a
expressdo de fatores de colonizagdo especificos, os quais permitem a bactéria colonizar o
epitélio intestinal, ¢ a habilidade de sintetizar enterotoxinas que causam a liberagdo de adgua na
luz intestinal, o que resulta em fezes liquidas (Gyles, 1986; Holland, 1990).

As enterotoxinas sintetizadas por ETEC dividem-se em 2 grupos: o grupo das
enterotoxinas termoestaveis do tipo I (ST-I ou ST-a), e do tipo II (ST-II ou ST-b) e o grupo
das enterotoxinas termolabeis do tipo I (LT-I) e II (LT-II) (Campos & Trabulsi, 1999).

Varios estudos envolvendo fatores de colonizagdo e a produg@o de enterotoxinas, como
as enterotoxinas termoestaveis ST-I1 e ST-II, e termolabeis LT-1 e LT-II, tém buscado explicar
o papel de E. coli como integrante da microbiota intestinal, como indicadora de polui¢do no
ambiente e alimentos, como modelo de pesquisa microbiolégica que envolve Bioquimica e
Genética Molecular e como um patdgeno em varias espécies animais, inclusive no homem
(Levine, 1987). A habilidade de sintetizar toxinas também caracteriza ETEC na infecgdo
diarréica de suinos jovens.

As enterotoxinas termoestaveis do tipo I (ST-I ou ST-a) e do tipo II (ST-II ou ST-b)
sdo proteinas estaveis a 100°C por 30 minutos, de baixo peso molecular, pouco imunogénicas
e codificadas por gene localizado em plasmidio. A enterotoxina ST-I é uma exotoxina solavel
em metanol, contendo seis residuos de cisteina que permitem estabelecer pontes de dissulfeto

que conferem a esta toxina resisténcia a temperatura e a hidrolise enzimatica (citado por



Blanco et al., 1993). A sua ag¢8o em estimular a enzima guanilato-ciclase presente nas células,
eleva os niveis de Guanosina Monofosfato ciclico (GMPc) no jejuno e ileo, resultando em
secrecdo de liquido para luz intestinal (diarréia). A ST-I possui duas variantes genéticas, que
sdo a STp (suinos) e a STh (humanos), constituidas por 18 e 19 residuos de aminoacidos
respectivamente, que exibem grande homologia entre si e podem ser sobrepostos a partir da
regido carboxi-terminal, o que revela, além da presenga de um residuo de aminoacido a mais
em STh, diferenca em quatro outros residuos. Estas diferencas concentram-se na regido
amino-terminal (trés residuos) e apenas uma na regido carboxi-terminal. A porgdo carboxi-
terminal mais conservada estd implicada na atividade biologica dessas enterotoxinas (Gyles,
1992).

Para se detectar a presenga de enterotoxina ST-I nas amostras de ETEC, o ensaio
classico é a prova do camundongo recém-nascido, onde basicamente se avalia o acumulo de
liquido no intestino de camundongo ap6s a administragdo de sobrenadante de cultura livre de
bactérias (Dean ef al.,1973). Ensaios “in vitro”, utilizando células eucariéticas (Gonzales &
Blanco, 1987), assim como técnicas moleculares como hibridizagdo, e reagéo de polimerase
em cadeia (Gonzales & Blanco, 1987, Gyles, 1994), tém sido desenvolvidas para detecgdo de
enterotoxina termoestavel.

A enterotoxina ST-II, induz danos histologicos no epitélio intestinal, ocasionando
perda das vilosidades e atrofia parcial nos vilos. Altera o equilibrio hidrossalino da mucosa do
intestino delgado. Algumas amostras de ETEC de origem suina sintetizam a ST-II, sendo esta
raramente encontrada em amostras de origem humana (Echeverria ez al., 1984).

Os ensaios para a detecgdo desta enterotoxina sdo: a prova da alga ligada em rato e em
porco de 5 a 7 semanas (Gyles, 1979; Whipp, 1990). Estes ensaios consistem basicamente em

inocular uma concentragdo conhecida de enterotoxina por via intra-intestinal em algac de



jejuno e ileo, em animais previamente preparados. Observa-se o acimulo de liquido nas algas
e alteragdes morfologicas nas células intestinais depois de um determinado tempo (18h.).

As enterotoxinas termolabeis do tipo I (LT-I) e IT (LT-II) sdo constituidas por proteinas
inativadas a 60°C por 15 minutos, codificadas por genes plasmidiais, imunogénicas, com alto
peso molecular. Possuem estruturas compostas por subunidades A e B, sendo a subunidade B
formadora de um pentimero que se liga aos receptores gangliosideos presentes na membrana
dos enterdcitos, monoaosilgangliosideo I (GM,) para LT-I; e diaosilglangliosideo 1b (GD;b) e
diaosilglangliosideo 1a (GD;a) para LT-II, enquanto a subunidade A € responsavel pelas
alteragdes intracelulares no hospedeiro (estimulagdo da adenil-ciclase através de sua atividade
enzimética ADP-ribosilante). Nesta classe, encontram-se as LTh (humano) e as LTp (suino)
que diferem em apenas um residuo de aminoacido (Dykes et a/.,1985; Yamamoto et al,
1987).

As enterotoxinas termolabeis do tipo I (LT-I) tém uma relagdo fisico-quimica,
bioldgica e estrutural com a toxina colérica (CT), apresentando cerca de 80% de homologia na
seqiiéncia de aminoacidos das subunidades A e B, resultando numa infecgdo mais branda e
mais curta do que a causada pelo Vibrio cholerae, tendo identidade soroldgica com CT e
atividade sorologica neutralizada pelo anti-soro antitoxina colérica.

As enterotoxinas termolabeis do tipo II (LT-II) sdo estruturalmente semelhantes as LT-
I. Sdo compostas também por duas subunidades A e B, sendo que a A apresenta cerca de 55%
de homologia com LT-I e ativa adenil-ciclase. A subunidade B nio apresenta homologia com
a mesma subunidade da LT-I e CT, ndo sendo neutralizada pelo anti-soro anti-LT ou anti-CT
(Holmes et al., 1986). A LT-II pode provocar a morte em camundongos quando injetada intra

peritonialmente.



Dentre os ensaios biologicos para detecgdo das LT o teste da alga ligada em coelho (De
& Chatterjee, 1953) tem sido o mais utilizado. Também ensaios em células eucarioticas,
ensaios imunolégicos, enzimaticos ou de hibridizagdo de DNA ou PCR sdo teécnicas
empregadas para a detecgdo destas enterotoxinas (Gonzalez & Blanco, 1987; Gyles, 1994).

Guth ef al. (1986) descreveram dois membros distintos da familia LT-II - LT-Ila e LT-
IIb, apresentando 71% e 66% de identidade entre as subunidades A e B respectivamente. A
LT-Ia liga-se ao gangliosideo GD1b e LT-IIb liga-se a GD1a (Sears & Kaper, 1996). A
produgio destas enterotoxinas, pelas ETEC ocorre numa baixa freqiiéncia, quando
relacionadas com a expressio dos fatores de colonizagdo (Parma et al., 2000; Kwon et al.,
1999).

Em amostras de ETEC que infectavam suinos e bovinos, foi demonstrado que a
capacidade patogénica desta se dava em fun¢io de seu mecanismo enterotoxico e de um
segundo fator do tipo adesivo, sem o qual essas amostras ndo conseguiam desencadear os
processos diarréicos (Smith & Gyles, 1970; Smith & Lingood, 1972; Nagy & Fekete,1999).
Até o momento os fatores de colonizagdo mais importantes descritos para as amostras de
ETEC de origem suina s3o:

O fator de colonizagio F4 (K88) descrito pela primeira vez por Jrskov et al. (1961).
Este, ocorre em amostras de origem suina, apresenta hemaglutinagdo resistente ao agicar D-
manose (MR) com eritrocitos de cobaio e de galinha (Gaastra & de Graaf, 1982), pode
apresentar variantes antigénicas ab, ac, ad (Choi & Chae, 1999), sendo codificado por genes
plasmidiais. Em amostras de origem suina a ocorréncia do fator F4 pode estar associada com
maior freqiéncia a produgéo de LT do que & produgdo de LT/ST ou ST-1 e ST-II isoladamente

(Castro et al., 1984). Segundo Evans et al.,(1986) e Nagy et al., (1990) a ocorréncia deste
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fator em diarréia de suinos jovens varia entre 30% a 60%. Este fator geralmente ocorre
associado aos sorogrupos: O8 (Soderlind et al., 1988); 0149 (Nagy et al., 1990); 08, 045,
0138, 0141, 0147, 0149 e 0157 (de Graaf & Gaastra, 1997); 0149 (Garabal et al., 1997);
08, 09, 020, 032, 035, 045, 078, 0101, 0117, 0147, 0149, 0157 (Gonzalez & Garabal,
1998); 08, 0141 e 0149 (Nagy & Fekete, 1999). O F4 também aparece associado as
enterotoxinas na diarréia de suinos jovens: LT/ST (Gaastra & de Graaf, 1982), ST-I (Garcia et
al., 1987), LT/ST-1 (Nagy et al., 1990); ST-II/LT-I (Blanco ef al., 1997);, ST/LT (de Graaf &
Gaastra, 1997); LT/ST (Garabal et al., 1997); LT/ST (Gonzalez & Garabal, 1998); ST-I
(Mainil et al., 1998).

O fator de colonizagdo F5 (K99) foi descrito pela primeira vez como um antigeno
capsular (K) comum por Smith & Linggood (1972). Em 1975, Orskov et al. (1975)
descreveram-no em amostras de E. coli de fezes diarréicas de suinos, bovinos e ovinos.
Apresenta hemaglutinagio MR com eritrocitos de cavalo e de cameiro (Gaastra & de Graaf|
1982). E codificado por genes plasmidiais, e encontrado associado a produgdo de ST-I em
amostras de fezes de suinos e bovinos (Gaastra & de Graaf, 1982; Mainil et al, 1998). E
encontrado num percentual variavel de até 40% (Evans et al. 1986; Garabal et al., 1997).
Ocorre associado geralmente aos sorogrupos 064, 0101 (Gaastra & de Graaf, 1982); 064,
0101 (Soderlind et al.,1988);, 08, 09, 020, 064, 0101 (de Graaf & Gaastra, 1997);, O8
(Garabal ef al.,1997); 09, 064, 0101 (Gonzalez & Garabal, 1998); O8, 020 e 0101 (Nagy &
Fekete, 1999).

O fator de colonizagdo F6 (987P) (Isaacson et al.,1977) ndo apresenta hemaglutinagdo
frente & D-Manose (MS), é constituido por subunidades de 20 KDa. (Gaastra & de Graaf,

1982). Sua codificagdo € de origem cromossémica. Ocorre geralmente em amostras de E. coli
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de origem suina, é encontrado sempre associado a producdo de ST (Guineé & Jansen, 1979;
Moon et al., 1980; Gaastra & de Graaf, 1982; Garabal ef al., 1997, de Graaf & Gaastra, 1997
Gonzalez & Garabal, 1998 ¢ Mainil ef al., 1998). Este fator ocorre numa percentagem entre
25% (Evans et al.,1986) e 32% (Garabal et al., 1997). Associa-se também aos sorogrupos: 09,
020, 0141 (Gaastra & De Graaf, 1982); 08, 09, 020, 021, 046, 0101, 0138, 0141, 0147,
0149 (De Graaf & Gaastra, 1997);, 09, 020, 0141 (Garabal ef al., 1997); 09, 020, 021,
0141 (Gonzalez & Garabal, 1998).

O fator de colonizagdo F41 (Morris et al., 1978) é encontrado em amostras de E. coli
de origem bovina e suina, apresentando hemaglutinagio MR com eritrocitos humano, de
cobaio, de cavalo e de carneiro. Encontra-se associado freqiientemente & produgédo de F5 e ST-
I (de Graaf & Gaastra, 1997, Gonzilez & Garabal, 1998). E codificado por genes
cromossOmicos. (Gaastra & de Graaf, 1982). Geralmente encontra-se associado aos
sorogrupos: 09, 0101 (Gaastra & de Graaf, 1982); 0101 (Soderlind ez al., 1988); 09, 020,
064, 0101 (de Graaf & Gaastra, 1997); 09, 030, 0101, O141 (Garabal ef al., 1997); e 0101

(Gonzélez & Garabal, 1998).

Fimbria F42

O fator de colonizagio F42 foi descrito inicialmente por Yano ef al. (1986), tendo sido
isolado de amostras de ETEC do sorogrupo O8 isoladas de suinos com diarréia neonatal,
mostrou-se associado a produgdo da toxina termoestavel ST-1. Tais amostras apresentaram
hemaglutinagdo MR frente as hemacias humanas, de galinha, carneiro, cobaio e cavalo; e
aderéncia difusa em células HelLa (célula de adenoma de colo uterino humano) bem como em

células epiteliais de intestino de leitio. Em microscopia eletronica, observou-se a presenga de
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estruturas do tipo fimbria quando as amostras foram cultivadas a 37°C, mas ndo quando

incubadas a 18°C.

As condi¢des de crescimento e produgdo do fator de colonizagdo F42 foram descritas
por Leite ef al. (1988), que demonstraram que a produgdo do F42 em Meio Minimo (Davis &
Mingioli, 1950) era glicose dependente e que a adigdo de Alanina ou Acetato de Sodio ao
meio reprimia a sua expressdo, a qual também foi inibida quando o pH do meio de cultura era
inferior a 7,4.

Este fator de colonizagdo (F42) foi purificado por cromatografia em coluna de
Sepharose 4 B, seu peso molecular estimado em 31 KDa e com ponto isoelétrico em pH 3,2.
Na imunoeletroforese, observou-se que nio havia reagdo cruzada entre o anti-soro anti-F42 e
os antigenos de aderéncia hemaglutinantes de origem suina K88, K99 e F41 (Leite et al,
1988).

Silveira et al. (1987) relataram que a amostra de E. coli 567-7 produtora de F42,
apresentou seis plasmidios, entre eles um ndo conjugativo (21,1 MDa) que codificava o fator
de colonizagdo F42 e a enterotoxina ST-I.

Castro et al. (1990) demonstraram que as amostras de E. coli que expressavam o fator
de colonizagio F42 (F42"), causavam diarréia em leitdes quando inoculadas por via oral. Apos
42 horas da inoculagdo, foi detectado por imunofluorescéncia indireta, que a amostra
bacteriana colonizava o intestino delgado destes animais. Mostraram também o re-isolamento
da amostra nas fezes diarréicas desses animais e a detec¢do de ST-1.

Em 1993, Sperandio & Silveira propuseram a igualdade entre os fatores de colonizaggo
F41 e F42, frisando que o F42 possuia a mesma subunidade de peso molecular que F41

(29,294 KDa), apresentava estrutura fibrilar, era reconhecido pelo anti-soro F41 e a sonda
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molecular do gene F41 reconhecia as amostras de E. coli produtoras de F42; e que somente o
teste de hemaglutinagio MR com eritrocitos de galinha como demonstraram Yano et al
(1986), ndo era conclusivo para diferenciar o fator de colonizagdo F41 do F42.

Em 1997, Leite et al. (1997) verificaram que a hemaglutinagdo causada pelo F42 era
sensivel ao carboidrato N-acetil-galactosamina. Estes mesmos autores, estudando os possiveis
receptores para F42, mostraram, através de tratamento enzimatico, que este é de natureza
glicoprotéica, e que nos eritrécitos mais de uma estrutura pode atuar como receptor para este
fator de colonizag@o. Verificaram também, através de ensaios antigénicos, que a reagdo de
hemaglutinacdo para F42 com diferentes eritrocitos era devido a presenca de estruturas
moleculares semelhantes na membrana dos eritrécitos.

Estudos epidemioldgicos realizados por Zerbini (1993) relataram a presenga de F42 em
7,4% de amostras de E. coli isoladas de suinos durante as primeiras semanas de vida. Mais
recentemente, Brito (1997) relatou a presenga de F42 em 29% das amostras de E. coli isoladas
de suinos com bacteriuria. Entretanto, estes autores ndo correlacionaram a presenga do F42
com enterotoxinas € antigeno somatico.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo, a realizagdo de um estudo
epidemiologico do fator de colonizagdo F42 em amostras de E.coli isoladas de leitdes com ou
sem diarréia, onde se procurou associar a presenga de F42 com as enterotoxinas ST ¢ LT e

com o antigeno somatico.
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2. OBJETIVOS.

1. Determinar a presenga do fator de colonizagdo F42 em amostras de E. coli isoladas de

fezes diarréicas e nfo diarréicas de suinos neonatos.

2. Verificar a possivel associagdo entre a presenga de F42 e as enterotoxinas LT e ST através

de métodos moleculares.

3. Determinar os sorogrupos prevalentes nas amostras de E. coli F42 positivas.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Amostras Bacterianas.
3.1.1. Foram utilizadas como padrdes, as seguintes amostras de E. coli: -
567/7 O8:H F42" ST-1";
B41 0101 F5* ST-T";
40 T-LT-T';
P17 - ST-II;
PCLT-II - LT-IT;

K12.

3.1.2 Amostras de E. coli de campo.

Utilizamos o total de 387 amostras de E. coli 1soladas de 191 amostras fecais de suinos
neonatos. Sendo 168 amostras isoladas de 56 amostras fecais diarréicas e 219 amostras
provenientes de 135 fezes n3o diarréicas.

Amostras estas mantidas em meio Ligniéres a temperatura ambiente e pertencentes a
bacterioteca do Laboratorio de Antigenos Bacterianos II do Departamento de Microbiologia e

Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, S.P.

3.2. Meios de Cultura.

Para o desenvolvimento dos ensaios foram utilizados os seguintes meios de cultura:

Caldo Infusdo de cérebro e coragdo de boi (BHI) (Difco);
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Agar MacConkey (Difco);
Meio Minimo (MM) (Davis & Mingioli, 1950);
Meio Luria Bertani (LB) (Sambrook & Maniatis, 1989);

Tryptic Soy Agar - TSA (Biobras)

3.3. Obtenciao de anti-soro especifico anti-F42.

Foi utilizado o anti-soro anti-F42 anteriormente obtido pela imunizagdo de coelhos
com antigeno F42 semi-purificado seguindo técnica descrita por Yano ef al. (1986). A amostra
de ETEC 567/7 cultivada em MM e incubada a 16°C por 48h. foi utilizada para absorver o

anti-soro anti-F42.

3.4. Deteccio do fator de colonizacdo F42.

A detecgdo do fator de colonizagdo F42 foi realizada por soroaglutinagdo em lamina a
temperatura ambiente. As amostras bacterianas foram cultivadas em meio Minimo contendo
1,5% de agar e 0,5% de glicose, incubadas a 37°C por 18h. de acordo com Leite e al., (1994).
Um raspado do crescimento bacteriano foi homogeneizado em solugdo de NaCl 0,15M, outro
raspado foi também homogeneizado com anti-soro especifico anti-F42 previamente absorvido
e diluido.

A observagdo de auto-aglutinagio da amostra em estudo em solugdo de NaCl 0,15M
indicou a inespecificidade do antigeno, caracterizando a amostra como rugosa. A nao
aglutinagdo indicou a especificidade antigénica, caracterizando a amostra como lisa e, quando
aplicada frente ao anti-soro especifico, a observag@o de aglutinagio, indicou a presenca do

fator de colonizagdo F42.
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3.5. Determinacao dos sorogrupos prevalentes.

A determinagio do sorogrupo prevalente das E. coli F42" foi realizada através da
técnica em microplaca descrita por Guineé et al. (1972) e modificada por Blanco ef al. (1996),
utilizando um conjunto de anti-soros adquirido do Laboratorio de Referéncia de E. coli
(LREC) da Faculdade de Veterinaria/Campus de Lugo da Universidade de Santiago de

Compostela, Espanha.

3.5.1. Preparagdo da suspensdo bacteriana.

As amostras de Escherichia coli foram cultivadas em TSA e incubadas por 18 horas a
37°C. Decorrido este periodo, as células bacterianas foram suspensas em 2 mL de solugdo de
NaCl 0,15M onde a concentragdo bacteriana foi ajustada numa turbidez equivalente ao tubo de
nimero 6 da escala nefelométrica de McFarland (1,8 X 10° bactérias/mL). As suspensdes
foram divididas em dois grupos:

1) Onde verificou-se a presenga dos sorogrupos 08, 09, 029, O101, as suspensbes
foram autoclavadas a 121°C por 2,5 horas inativando assim o antigeno K para desmascarar o
antigeno O. Apds resfriamento, em cada tubo de ensaio, foram adicionados igual volume (2
mL) de salina formalinizada com violeta de genciana (0,005%, p/v).

2) Para verificagiio da presenga dos demais sorogrupos, as suspensdes foram aquecidas
a 100°C em Banho Maria por 1 hora, onde apds o esfriamento foi adicionado igual volume de
solucdo salina formalinizada com violeta de genciana (0,005%, p/v).

As suspensdes bacterianas que formaram grumos apds o tratamento térmico, foram

consideradas rugosas e excluidas por serem improprias para o experimento.
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3.5.2. Soroaglutinagdo em Microplaca.

Em placas de poliestireno para microtitulagio em fundo V, contendo SOuL de
suspensdo bacteriana foram adicionados 50uL do soro diluido 1:80. As placas foram
incubadas em estufa 37°C por 18 horas. Apos este periodo, foi realizada a leitura visual do
resultado. Foram consideradas positivas, as rea¢cdes onde houve a formagido de uma reticula
(malha) azulada e ndo observou-se precipitagdo das bactérias. Onde foi observado o acimulo
de bactérias formando um precipitado (botdo) azul, o resultado foi considerado negativo e
quando uma amostra ndo mostrava nenhum destes comportamentos, ela foi considerada nio

tipavel.

3.6. Deteccao de Enterotoxinas por PCR.
3.6.1. Extra¢do de DNA gendmico das amostras.

Para a realizagdo da técnica de PCR, as extragdes de DNA gendmico foram realizadas

segundo Van Soolingen, (1993).

3.6.2. Quantificagdo do DNA gendmico.

O DNA gendmico teve sua concentragdo e pureza determinados por leitura em
espectrofotometro (A 260 e A 280) sendo obtidas pelas férmulas abaixo descritas.
Concentragdo: 2260 x 50 x Fator de diluigdo do DNA na cubeta (100) = ug/mL.

Pureza: A260/A280 =1,7 ~ 2,0.

3.6.3. Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR).

As reagdes foram realizadas segundo Blanco et al. (1997), com modificagdes. Como
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amostras controle, foram utilizadas as amostras de . coli listadas no item 3.1.1.

Para as reagdes foram utilizados: 2ul de dNTP contendo 20mM de cada um, 1ul de
Taq polimerase (1U/ul); 3ul de MgCl, 25mM; Spl de tampdo 10X para PCR; Sul de amostra
(200ng); 1ul do iniciador 1 (50pmol); 1ul do iniciador 2 (50pmol); e agua deionizada (Milli-
Q) q.s.p. 50ul.

As solucdes foram pré-aquecidas sem a enzima Jag polimerase a 94°C/10' e,
posteriormente, submetidas a 30 ciclos de 94°C/2', TA® C/2' e 72°C/1, onde TA’ C foi a
Temperatura de Anelamento de cada par de iniciadores apresentados na Tabela 1, a saber: LT-
I1-47°C,LT-II - 48° C, ST-I - 50° C e ST-II - 50° C. Ao final de cada reagdo as misturas

foram submetidas a 72° C/7'.



Tabela 1 - Iniciadores utilizados nas rea¢ées de PCR

Produto
Seqiiéncia de oligonucleotideos
Gene Toxina amplificado Referéncia
5 - 3)
(pb)

ol LTI LTIa - GGCGACAGATTATACCGTGC 696 Blanco ef al.

LTIb - CCGAATTCTGTTATATATGTC (1997)
il LTI LTII1 - AGATATAATGATGGATATGTATC 300 Pickett ef al.

LTII2 - TAACCCTCGAAATAAATCTC (1986)
est] ST STIa —- TCCGTGAAACAACATGACGG vad Ojeniyi e al.

STIb — ATAACATCCAGCACAGGCAG (1994)
estll  ST-II STIIa — GCCTATGCATCTACACAATC 278 Ojeniyi et al

STIIb - TGAGAAATGGACAATGTCCG (1994)

3.6.4. Eletroforese em gel de agarose.

3.6.4.1. Preparo do gel de agarose.
Agarose a 2% foi preparada em 80 mL de tampdo TEB (Tris HCI-89mM, Acido
Borico-89mM e EDTA 2,5 mM, pH 8), esta solugio foi aquecida até a completa dissolugdo da

agarose.

3.6.4.2. Procedimento da corrida.
Ap6s a aplicagdo das amostras (10uL de cada reagdo adicionados a SuL de tamp@o de
ressuspensio de amostra — 0,25% de azul de Bromofenol, 0,25% de Xileno Cianol e 40% de

sacarose p/v em agua deionizada) o gel de agarose foi submetido inicialmente a uma voltagem
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de 20 Volts, e apds, esta voltagem foi aumentada para 80 Volts até que o Xileno Cianol

(migragdo mais lenta) percorresse 2/3 do gel.

3.6.4.3. Revelagio e vizualizagdo do gel.

Apbs o término da corrida, o gel foi corado em solugdo de Brometo de Etidio (10
pg/mL) por 20 minutos (Stemmer,1991) para a visualizagio do produto amplificado em
transiluminador de luz UV. Para registro, os géis foram fotografados através do sistema

ImageMaster® VDS (Amersham Pharmacia Biothec Inc. EUA).
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4. RESULTADOS.

4.1. Deteccao do Fator de Colonizacao F42.

Os ensaios de soroaglutinagdo em lamina com anti-soro policlonal anti-F42, revelaram
que do total das 387 amostras, obtivemos 28 (7,23%) amostras positivas (Figura 1).
Analisando quanto a caracteristica da amostra fecal observamos que entre as 168 amostras
isoladas de fezes diarréicas, 12 (7,14%) foram positivas (Figura 2). Entre as 219 amostras

oriundas de animais sadios, 16 (7,3%) foram positivas (Figura 3).

4.2. Associacio entre a presenca de F42 e enterotoxinas.

Destas 28 amostras, 21 (75%) foram positivas para ST-II e 15 (54%) para ST-1 em
reagdo de polimerase em cadeia (PCR), sendo que nenhuma se apresentou positiva para LT-I e
LT-IL

Quanto a associagdo ao quadro de diarréia, observamos que entre as 12 amostras
identificadas como F42 positivo, 6 apresentaram os genes para ST-I e ST-II, 3 para ST-II, 2
para ST-I e uma apresentou-se ndo enterotoxigénica (Figura 4, Tabela 2).

Ao analisarmos os resultados entre as 16 amostras F42+ isoladas de fezes ndo
diarréicas observamos que 8 amostras foram ST-II, apenas 4 amostras apresentaram

associagdo de ST-I e ST-II, 3 para ST-I e uma néo enterotoxigénica (Figura 5, Tabela 3).

4.3. Determinac¢ao dos sorogrupos prevalentes.
Foi determinado o sorogrupo O de 26 amostras F42 positivas, onde: 9 mostraram-se

positivas para o anti-soro anti-O8 (32,1%), 3 para o anti-soro anti-O98 (10,7%), 2 para o anti-
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soro anti-09 (7,1%), e 1 (3,6%), para cada um dos anti-soros que segue: Ol, Ol11, O15, 018,
032, 035, 049, 073, 084, 0101, 0110, e O112. Duas amostras apresentaram-se ndo tipaveis

(7,1%).

A Figura 1 mostra que 7% das 387 amostras de E.coli estudadas foram aglutinadas

pelo anti-soro anti-F42. 28

359
(93%)

Figura 1- Total de amostras F42 positivas dentre o total de amostras estudadas (N= 387).

Na Figura 2, observa-se o total de amostras provenientes de fezes diarréicas e o

niimero de amostras que se mostraram positivas para F42 (12).
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156 (93%)

12 (7%)

Figura 2- Total de Amostras F42 positivas provenientes de fezes diarréicas

(N=168).

A Figura 3 demonstra o numero de amostras F42 positivas provenientes de fezes ndo

diarréicas.

203 (93%)

16 (7%)

Figura 3- Total de amostras F42 positivas isoladas de fezes néio diarréicas (N=219).
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A Figura 4 apresenta a distribuigdo das enterotoxinas termoestéveis nas amostras F42°

provenientes de fezes diarréicas.

ST-1+ ST-II (6)

ST-I(2)

Figura 4- Associaciio de F42 com as enterotoxinas ST I e ST II nas amostras isoladas
de fezes diarréicas, * NT - Nio toxigénica, (N=12).

Na Figura 5 observa-se a associagdo entre F42" e as enterotoxinas termoestaveis nas
amostras de E.coli provenientes de fezes ndo diarréicas.

A Figura 6, demonstra a distribui¢do dos sorogrupos nas amostras F42 positivas.
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ST-II (8)

ST-I+ ST-II

ST-1(3) B (4)

Figura 5- Associacdo entre F42 e ST I e ST II em amostras isoladas de fezes ndo diarréicas

* NT - Nio toxigénica, (N=16).

09 o11 — 032
7% o i
o 4o | 035
S 4%
08 049
34% 4%

084
4%

or : EaEEE o o
4% o W12 4w

Figura 6- Sorogrupos das amostras F42 positivas, * - Nao tipavel, N=28.
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Tabela 2 - Associagdo de F42, Enterotoxinas e Sorogrupos em amostras

E. coli isoladas de fezes diarréicas.

PCR N° de
Sorogrupo

ST-I ST-I LTI LT-II  2mostras

08 (3); 09 (1), 011 (1);

+ + - - 6
032 (1).
+ - - - 2 098 (1); 0101 (1).
- + - - 3 08 (1); 018 (1); O35 (1).
- - - - 1 08
8 9 0 0 12

Tabela 3 - Associacio de F42, Enterotoxinas e Sorogrupos em amostras de

E. coli isoladas de fezes nao diarréicas.

PCR N° de

Sorogrupo
ST-I ST-I LT-I LT-IT Amostras
+ + - - 4 08 (2); 09 (1); O73 (1).
+ - - - 3 08 (1); 098 (1), 0112 (1).

084 (1); 01 (1) 08(1); 015 (1);

- + - - 8
049(1); 0110(1); NT (2).

] ] ; ; ] 098

7 12 0 0 16

NT= nao tipavel.
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5. DISCUSSAO.

Nos leitdes neonatos a diarréia causa, em geral, excessiva perda de liquido, eletrdlitos e
nutrientes. O animal desenvolve desidratagdo e desequilibrio eletrolitico, acompanhado de
acamulos no sangue de produtos acidos do metabolismo. Esta acidose é em geral, um
importante fator determinante da morte. O leitio adoece rapidamente, devido a falta de
reservas nutricionais. Seu sistema de defesa imunologica € ainda muito pouco eficiente e ele
depende, portanto, da imunidade passiva, adquirida do colostro ou leite da matriz.
Tratamentos, sio dificeis, aplicagdo da medicina preventiva e praticas adequadas de manejo,
sdo as formas mais eficazes de atacar o problema.

Para o sucesso de qualquer programa de controle de diarréias, o manejo € fundamental:
a limpeza, vazio sanitario, desinfecdo, higiene, nutricio e ambiente seco. Estes cuidados
diminuem as chances do animal adquirir a doenga.

Em seguida, vem as tentativas de aumentar as defesas contra doengas especificas ou a
aplicagdo de medidas terapéuticas diretas, e devemos ainda considerar o uso de medicamentos.

O uso de antimicrobianos para o tratamento da diarréia apresenta bons resultados,
desde que sua utilizagio seja feita no inicio do processo. Nos casos mais adiantados, €
necessario promover a reidratagdo dos leitdes com aplicagdes, via oral, de soro caseiro ou via
intra-peritonial de fluidos comerciais.

A prevengdo inclui a redugdo dos fatores predisponentes, como a umidade, baixa
temperatura e a melhoria das condi¢des sanitarias. O uso de um programa de vacina¢@o para a
colibacilose neonatal associado com boas praticas de manejo, tem dado bons resultados na

prevengdo da doenga (http://www.suino.com.br/index_suino.asp).
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Em 1986, Yano ef al, descreveram o isolamento de 3 amostras de E. coli
enterotoxigénicas (denominadas 62, 104 e 567/7) de fezes de leitdes com diarréia neonatal,
que produziam somente a toxina termoestavel ST-I. Sendo que a fimbria identificada foi
sorologicamente distinta dos fatores de colonizagdo hemaglutinantes de origem suina,
sugerindo ser esta fimbria (F42) diferente das até ent3o descritas para ETEC de origem suina.

Posteriormente, Castro ef al. (1990) demonstraram que amostras F42+ foram capazes
de causar diarréia experimental em leitGes, tendo sido possivel detectar em todos os animais a
colonizagdo do intestino delgado pela amostra através de ensaios de imunofluorescéncia
indireta. Relatam também que foi possivel reisolar a amostra inoculada e detectar a presenga
de ST-I nas fezes diarréicas desses leitdes. Estes experimentos comprovaram que o F42 era de
fato um novo fator de colonizagdo em amostras de E. coli de origem suina.

Esta dissertagdo teve como primeiro objetivo determinar a presenga do fator de
colonizagdo F42 em amostras de E. coli isoladas de fezes diarréicas e n3o diarréicas de suinos
neonatos.

Como resultado desta pesquisa, verificamos através de ensaios de soroaglutinagdo a
presenca do fator de colonizagdo F42 em 28 amostras (7,3%) dentre as 387 amostras
estudadas. Como também demostrado por Zerbini (1993) que verificou a presenga do F42 em
7,4% nas amostras por ele estudadas. Quando analisamos os nossos resultados levando em
consideragdo presenga ou auséncia de diarréia observamos que 7,14% das amostras isoladas
de fezes diarréicas e 7,3% entre as amostras isoladas de fezes ndo diarréicas apresentaram o
FC F42, mostrando que esta diferenca ndo € estatisticamente significativa e que o FC F42
pode estar presente tanto em animais sadios quanto doentes.

Na literatura, encontramos resultados variados quanto a detec¢do dos fatores de

coloniza¢do descritos em amostras isoladas de suinos neonatos em diferentes paises. Para o
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FCF4 (K88) sdo relatados a ocorréncia de 3,6% no Brasil (Zerbini, 1993), 4,3% na Coréia
(Kwon et al., 1999), 10% na Espanha (Garabal et al., 1997) e 19% na Polonia (Osek, 1999).
Para o FC F5 (K99) sdo descritos de 2% (Kwon et al., 1999) a 12% (Garabal et al., 1997). Ja
para o FC F6 (987P) foram relatados a ocorréncia de 4% na Suécia (Soderlind ef al., 1988);
6% na Coréia (Kwon et al., 1999), 6,5% na Polonia (Osek, 1999) e 8,6% no Brasil (Zerbin,
1993).

Assim, concluimos que o FC F42 esta presente no campo, podendo ser isolado tanto de
animais portadores de diarréia como de animais sdos, 0 que sugere a sua permanéncia nas
granjas. No caso das 16 amostras provenientes de fezes ndo diarréicas como demonstrado na
Figura 3, indicaria a existéncia de animais assintomaticos que poderiam servir como
portadores sdos, animais covalescentes, animais ja tratados, ou o gene para FC F42 ndo estar
sendo expresso in vivo.

Estudos sobre a prevaléncia deste fator de colonizagdo e dos demais descritos na
literatura devem ser realizados a fim de melhor caracterizar a importancia destes no rebanho
suino no que tange a Colibacilose neonatal.

Yano et al. (1986) relataram que o fator de colonizagdo F42 estava aparentemente
associado a ST-I e, que na amostra 567/7 o FC F42 era codificado por plasmidio que tambeém
codificava a enterotoxina ST-I (Silveira ef al., 1987).

O nosso segundo objetivo foi verificar através do método molecular de PCR, a possivel
associagdo entre a presenga de F42 e as enterotoxinas LT( I e II) e ST (I e II) e determinar qual
destas associagdes era a prevalente.

Em nossos experimentos ndo observamos a amplificagdo dos iniciadores para as
enterotoxinas termolabeis (I ou II), sendo que estes resultados ndo sdo totalmente estranhos

visto que varios autores relataram que a enterotoxina LT ndo tem sido detectada, ou que ela é
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encontrada em pequeno numero percentual em amostras isoladas de leitdes (Woodward &
Wray, 1990, Flores-Abuxapqui et al., 1997; Osek, 1998 e Parma ef al., 2000). Assim, os
nossos resultados nos fazem crer que provavelmente o FC F42 n3o se apresenta associado a
esta enterotoxina.

Por outro lado, quando estudamos a presenga dos genes das enterotoxinas
termoestaveis, observamos que 75% das amostras FC F42 positivas foram ST-II e 54% ST-1 e
a associa¢do entre ST-I e ST-II foi observada em 35,7% do total de amostras estudadas.

Destacando-se ST-II, o ensaio de PCR demonstrou a alta ocorréncia (75%) do gene que
codifica esta toxina nestas amostras, sendo que a relagdo desta enterotoxina com outros fatores
de colonizagio tem sido demonstrada em percentuais variaveis como descrito por Soderlind et
al., 1988 (21%); Nagy et al, 1990 (38%); Blanco et al., 1997 (78%); Osek, 1998 (30%); Know
et al., 1999 e Osek, 1999 (4,5%) e nenhuma amostra no estudo descrito por Parma et al., 2000.

Detalhando os resultados obtidos no PCR, observamos que entre as amostras F42~
isoladas de leitdes com diarréia (n=12), 6 (54,5%) foram ST-IST-II, 3 (27%) ST-II, 2
(18,5%) ST-I e uma apresentou-se negativa nestes ensaios. Enquanto que nas amostras
isoladas de animais sadios (n=16), 8 (53,3%) foram ST-II, 4 (26,6%) ST-I/ST-II, 3 (20%) ST-I
e também uma apresentou-se negativa nestes ensaios.

A associa¢do dos fatores de colonizagdo e enterotoxinas tem sido descrita por alguns
autores, como por exemplo: para F4 - ST-I (Smith & Gyles, 1970; Garcia ef al., 1987, Flores-
Abuxapqui ef al., 1997; Mainil et al., 1998); LT/ST (Gaastra & de Graaf, 1982; de Graaf &
Gaastra, 1997; Garabal ef al., 1997, Gonzalez & Garabal, 1998), LT/ST-I (Nagy ef al., 1990);
ST-IULT-I (Blanco et al., 1997). Para F5 - ST-I - Gaastra & de Graaf, 1982; Flores-

Abuxapqui et al., 1997; de Graaf & Gaastra, 1997; Mainil et al., 1998; e F6 - ST-I (Guineé &
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Jansen, 1979; Moon et al.,1980; Gaastra & de Graaf, 1982; Garabal et al., 1997; de Graaf &
Gaastra, 1997; Flores-Abuxapqui et al., 1997; Gonzalez & Garabal, 1998).

Sendo assim, os resultados por nos obtidos neste grupo de amostras o FC F42 mostrou-
se intimamente associado as enterotoxinas termoestaveis nos ensaios moleculares como
mostrado nas Figuras 4 e 5.

Frente a estes resultados sugerimos que novas pesquisas sejam realizadas visando
comprovar se o (s) gen (es) para F42 e das enterotoxinas estdo localizados em um mesmo
plasmidio.

O 1ltimo objetivo por nds desenvolvido, buscou determinar os sorogrupos prevalentes
nas amostras de E. coli F42 positivas. Para tanto, utilizamos um conjunto completo de anti-
soros anti-O adquirido do LREC.

Uma vez que alguns autores como Zerbini (1993) trabalhando com amostras isoladas
de suinos neonatos do Brasil, verificou a ocorréncia dos sorogrupos 07, 08, 020, O135, ¢
0149. Garabal ef al. (1997) observaram como prevalentes os sorogrupos O8, 09, 020, 0101,
0138, 0141 e 0149 em amostras isoladas na Espanha; Kwon et al. (1999) demonstraram os
sorogrupos 020, 0162, 0141 e 0149 em amostras isoladas na Coréia; Nagy & Fekete (1999),
mostraram que os sorogrupos: 08, 09, 020, 0101, O115, 0139, 0141, 0147, 0149 ¢ O157
apareciam com maior freqiiéncia em amostras isoladas na Hungria; Parma et al (2000)
relataram a prevaléncia do sorogrupo 064, seguido de 08, 09, 0101, 0138, 0139, O149 ¢
0162 em amostras isoladas na Argentina. Na rea¢do de soro-aglutinagdo para a determinagao
do sorogrupo, encontrou-se uma diversidade de sorogrupos, com predominio para O8 (32,1%),
confirmando a observagdo inicial feita por Yano ef al. (1986). A prevaléncia deste sorogrupo
em amostras de ETEC portadora do FC F42 refor¢a a associagdo do sorogrupo O8 na

patogenia da Colibacilose neonatal em suinos.
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Por outro lado, observamos que 50% das amostras F42" foram agrupadas nos
sorogrupos 08, 09 e 098.

O sorogrupo 098 (10,7%), 09 (7,1%) e os demais encontrados (O1, O11, O15, O18,
032, 035, 049, 073, 084, 0101, 0110, O112 - 3,6% cada) ainda ndo foram descritos como
associados a F42.

Enfim, a combinagio dos resultados obtidos mostra a prevaléncia dos perfis
genotipicos ST-I' ST-II" em 11 amostras sendo 8 amostras originarias de fezes ndo diarréicas
pertencentes aos sorogrupos 01, 08, 015, 049, 084, 0110 e 3 originarias de fezes diarréicas
pertencentes aos sorogrupos 08, 018 e 0O35.

Seguido do perfil genotipico ST-I" ST-II" observado em 10 amostras das quais 4
originarias de fezes ndo diarréicas pertencentes aos sorogrupos O8 (2), 09 e O73 e 6
originarias de fezes diarréicas do sorogrupadas como O8 (3), 09, O11, 032,

Para o perfil genotipico ST-I" ST-II' encontramos 5 amostras , destas 3 amostras de
fezes nio diarréicas classificadas como dos sorogrupos O8, 098 e O112 e duas amostras de
fezes diarréicas, dos sorogrupos 098 e O101.

Estas combinagdes também foram observadas para outros fatores de
colonizagio/enterotoxinas em ETEC associados a diarréia neonatal (Guineé¢ & Jansen, 1979;
Gaastra & de Graaf, 1982, Castro ez al., 1984, Mainil ef al. 1998).

Demonstramos que os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a importancia do
fator de colonizagdo F42 no desenvolvimento do quadro diarréico nas infecgdes por ETEC,
evidenciando a necessidade de se incluir este FC na Imunoterapia, proporcionando uma maior

protec@o aos animais.
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Por fim, sugerimos, que novas e amplas pesquisas devam ser realizadas, observando-se
idade, raga e manejo de plantéis de regides geograficas distintas, visando assim, esclarer o

papel do FC F42 na Colibacilose suina.
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6. CONCLUSOES

1.

O fator de colonizagdo F42 encontra-se presente em amostras de E. coli
enterotoxigénicas e conforme sua frequéncia (7,23%) é um fator de importancia

significativa na patogenia do rebanho suino.

O FC F42 pode ser identificado tanto em amostras isoladas de fezes diarréicas

como de n3o diarréicas.

A associagio do FC F42 e enterotoxinas, mostra uma estreita relagdo com as

enterotoxinas termoestaveis ST-II (75%) e ST-I (54%)).

A associagdo de FC F42 e as enterotoxinas LT-I/LT-II, ndo foi verificada.

Os sorogrupos 08, 09 e 098 foram prevalentes dentre as amostras estudadas.

Os sorogrupos O1, O11, O15, O18, 032, 035, 049, 073, 084, 0101, O110 e

0112 associados a F42, ndo foram ainda, citados em literatura.

Ao se pensar na formulagio de uma vacina contra a diarréia suina a inclusdo do FC

F42 deve ser considerada.
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ABSTRACT

The objectives of this survey were to determined the presence of the colonization factor
F42 in 387 Escherichia coli isolated from newborns piglets, being 168 strains proceeding from
diarrheic and 219 from not diarrheic stools. Agglutination test determined the presence of F42
in 28 (7.23%) of the 387 E. coli strains; being 12 (7.1%) strains isolated from diarrheal and 16
(8.3%) from non diarrheic stools. Thus, we conclude that the FC F42 is present in the field,
being able to be isolated in both diarrheic and healthy animals. Through Polymerase chain
reaction (PCR) in F42 positive strains we could screen the extent of the genes presence of the
enterotoxins (ST-I, ST-II, LT-I and LT-II). We do not verify the occurrence of genes of the
thermolabile enterotoxins (LT-I and LT-II). It contrasts with the high frequency observed for
ST-II (75%) and for ST-I (54%). The association between ST-I and ST-II in 35.7% of strains,
indicates an strong association of the FC F42 with the thermostable enterotoxins. Serogroups
of F42 positive strains were determined. Serogroup O8 revealed prevalent (32.1%), followed
by the serogroups 098 (10.7%) and O9 (7.1%). Others serogroups were also identified O1,
011, 015, 018, 032, 035, 049, 073, 084, 0101, 0110, O112. We have proved the
importance of the FC F42 in the etiology of the neonatal diarrhea and suggest a design and

development of a vaccine will be prevent the porcine colibacillosis.
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INTRODUCTION

Escherichia coli which causes enterotoxic colibacillosis in suckling pigs is refered to
enterotoxigenic E. coli (ETEC) strains. They adhere to the microvilli of small intestinal
epithelial cells and produce enterotoxins that act locally on the enterocytes (Nagy and Fekete,
1999). For pigs ETEC, the most common adhesins (also called colonization factors) are K88,
K99, 987P (Alexander, 1994). In 1986, a new E. coli ETEC colonization factor (F42) isolated
from feces of newborn piglet was described by Yano et al, (1986). Such strains showed
mannose resistant haemagglutination (MRH) to chicken, guinea-pig, sheep, horse and human
erythrocytes. They also showed diffuse adherence into HeLa cells (human cervix carcinoma)
and piglet enterocytes (Yano et al.,, 1986). The electron microscopy showed the presence of
structures such as fimbriae when strains were cultured at 37°C, but not at 18°C. The antiserum
anti-F42 inhibited the hemagglutination, the adhesions into HeLa cells and into the piglet
intestinal epithelium, showing that the fimbriae is responsible for the adhesion. Later, Silveira et
al., (1987) reported that F42, is associated with a non conjugative plasmid of 21,1 MDa coding
for the heat-stable toxin (ST-I).

The purified F42 presented a MW of 31 KDa an isoeletric focusing in pH 3.2.
Polyclonal antiserum anti-F42 obtained from the purified fimbriae, did not present cross
reaction with other haemagglutinating adhesins from pig origin (Leite et al., 1988). Castro et
al., (1990) demonstrated that strains of F42 E. coli caused diarrhea in piglet when inoculated
orally and it was detected by direct immunofluorescence in the small intestine of these animals

after 42 hours.
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Leite et al., (1997) verified that the hemagglutination caused by the F42 fimbriae, was
sensible to the N-acetil-galactosamine. In addition, the possible receptors of F42 exhibted,
through enzymatic treatment, that it was a glicoprotein. They also verified, through Western
Blotting, that the reaction of F42 with the membrane extracted from different erythrocytes is
mediated by different molecular structures presented on the membrane of these cells.

In the present study, we report (i) the detection of F42 among piglets E. coli strains (ii)

their relationship with the enterotoxins presence (ST-I and ST-II) (iii) and their association with

serogroups.
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MATERIAL AND METHODS

E. coli strains and growth conditions.

A collection of 387 E. coli isolated from feces of newborn piglets (being 168 strains
from diarrheic and 219 from non-diarrheic feces) were studied. Standard strains were
employed: E. coli 567/7, O8:H, F42" ST-I"; 0101, F5, ST-I"; 40T — LT-I"; P17 — ST-IT’;
PCLT-II - LT-II"; DH 5o ¢ K12. The cultures were grown on Minimal Salt Medium (MM)
(Davis & Mingioli, 1950) containing 1,5% of Agar and 0,5% of glucose at 37° C, for F42
detection, TSA (Trypticase Soy Agar, Difco) for serogroup test, and Luria Bertani broth (LB)

for DNA amplification.

F42 detection.
The E. coli F42 positive strains were cultered overnight at 37° C on MM agar. The
detection of F42 production was performed by slide agglutination test using specific anti-F42

rabbit antiserum

Determination of the serogroups.
The serogrouping was determined using a microplate technique described by Guinée et

al., (1972) and modified by Blanco et al., (1992).

Polymerase Chain Reaction.
The strains were first screened in order to detect the presence of F42. Afterwards the

positive strains in this reaction were subjected to PCR tests.
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Amplifications were performed using 50ug of purified DNA as templates. PCR
reactions were performed following the methodology described by Blanco et al., (1997) using
specific primers for the genes that codify the toxins previously described in literature. LT-I,

Blanco et al. (1997); LT-II, Pickett et al. (1986), ST-I and ST-II, Ojeniyi et al. (1994).
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RESULTS

F42 detection.

The slide agglutination test using rabbit polyclonal anti-serum anti-F42, disclosed from
the total of the 387 strains and we could obtain 28 (7.23%) strains positive. Analyzing the
feature of the fecal sample, we observed that in the 168 strains isolated with diarrheic feces, 12

(7.14%) were positive. Between 219 strains from healthy animals, 16 (8.3%) were positive.

F42 and enterotoxins.

From the 28 strains, 21 (75%) were positive for ST-II, 15 (54%) for ST-I and none
strains were positive for LT-I or LT-II in PCR. We observed that it among the 12 strains
identified as positive F42, 6 had presented the genes for ST-I and ST-II, 3 for ST-II, 2 for ST-I
and only one presented non toxigenic. When analyzing the results between the 16 strains
isolated F42+ from 8 non diarrheic feces, we observed that strains were ST-II. In addition only

4 strains presented association with ST-I and ST-II, 3 for ST-I and one only was non toxigenic.

Serogroups

The serogroups of 26 F42+ strains were determined, 9 revealed positive results to anti-
serum anti-O8 (32.1%), 3 to the anti-serum anti-O98 (10.7%), 2 to the anti-serum anti-O9
(7.1%), and 1 (3.6%). For each one, the anti-serum follows: O1, 011, O15, 018, 032, O35,
049, 073, 084, 0101, 0110, and O112. Two samples presented not typable (7.1%).

The combination of all results obtained is shown in the table 1.
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DISCUSSION

In the present study, the presence of the F42 colonization factor in E. coli strains in
piglets, with and without diarrhea, was identified. We verified through slide agglutination tests
the presence of F42 in 28 strains (7.3%) among 387 strains studied. These observations are in
agreement with the previous report of Zerbini (1993) that verified the presence of F42 in 7.4%
of the studied strains. When we analyze our results taking into account the presence or absence
of diarrhea, 7.14% of strains from diarrheal feces and 8.3% strains between isolated of not
diarrheic feces presented FC F42. This difference is not statistically significant.

However, as shown in earlier studies, we found heterogeneous results in different
countries. For FCF4 (K88) they discribed 3.6% occurrence (Zerbini, 1993), 4,3% (Kwon et al.,
1999), 10% (Garabal et al., 1997), and 19% (Osek, 1999). For FCF5 (K99) they also described
2% (Kwon et al., 1999) 12% (Garabal et al., 1997). For FCF6 (987P) they reported 4%
occurrence (Soderlind et al., 1988); 6% (Kwon et al., 1999), 6,5% (Osek, 1999) and 8,6%
(Zerbini, 1993). Thus, we concluded that FC F42 is presented in the field, being able to be
isolated both from diarrheic and healthy animals. In the case of the 16 samples proceeded from
non-diarrheic feces, it indicates the existence of asymptomatic animals that could be as carrying
healthy.

In our experiments we do not observe the amplification of the starters for the thermo-
labile enterotoxins (I or II). These results are not surprised, since some authors described that
enterotoxin LT has not been detected, or that it is found in small percentile number in strains
isolated from pigs (Woodward & Wray, 1990, Flores-Abuxapqui et al., 1997; Osek, 1998 and

Parma et al,, 2000). Thus, our results make us to believe that probably the FC F42 is not
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associated to this enterotoxin. On the other hand, when we study the presence of the genes of
the thermo-stable enterotoxins, we observe that 75% of the strains ST-II, 54% ST-I and the
association between ST-I and ST-II are observed in 35.7% of the total of the strains studied.

Detailing the results obtained in the PCR, we observed that strains isolated F42+ from
pigs with diarrhea (n=12), 6 (54.5%) were ST-I/ST-IL, 3 (27%) ST-II, 2 (18.5%) ST-I and only
one sample presented minus in these assays. However, in strains isolated from healthy animals
(n=16), 8 (53.3%) were ST-II, 4 (26.6%) ST-UST-II, 3 (20%) ST-I and also only one
presented minus in these assays.

Detaching ST-II, the PCR assay demonstrated a high occurrence (75%) of the gene that
codifies this toxin in those strains. The relation of this enterotoxin with other factors of settling
has been demonstrated in variable percentages as described for Soderlind et al., 1988 (21%);
Nagy et al, 1990 (38%); Blanco et al., 1997 (78%); Osek, 1998 (30%); Know et al., 1999 and
Osek, 1999 (4.5%) and none strain in the article described by Parma et al., 2000.

In the reaction of serum-agglutination for serogroup determination we found a diversity
of strains, with predominance of O8 (32.1%), confirming the initial comment made by Yano et
al (1986). The prevalence of this serogroup in strains of carrying ETEC of the FC F42
strengthens the association of serogroup O8 in the colibacillosis neonatal in pigs. On the other
hand, we observed that 50% of strains F42+ were included in the serogroups O8, O9 and 098.
Serogroup 098 (10.7%), 09 (7.1%) and O1, O11, 015, 018, 032, 035, 049, 073, 084,
0101, 0110, O112 - (3,6% each) have not still been described as associates F42.

Finally, the combination of the results obtained, shows the prevalence of genotypes
profiles ST-I" ST-II+ in 11 strains being 8 strains originary of pertaining non diarrheic feces to

the serogroups O1, 08, 015, 049, 084, 0110 and 3 originary of pertaining diarrheic feces to
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the serogroups O8, O18 and 035. Followed of genotypes profile ST-I+ ST-II+ observed in 10
strains of which 4 originary ones of pertaining not diarrheic feces to the serogroups O8 (2), 09
and O73 and 6 originary ones of diarrheic feces of the serogrouped ones as O8 (3), 09, O11,
032. For genotype profile ST-I+ ST-II" we found 5 strains, where 3 of classified not diarrheic
feces as of serogroups 08, 098 and 0112 and two strains of diarrheic feces, of the 098 and
0101 serogroups.

Combinations of this type was also observed for other factors of
colonization/enterotoxins in ETEC associates neonatal diarrhea (Guine¢ & Jansen, 1979;
Gaastra & de Graaf, 1982, Castro et al., 1984, Mainil et al. 1998). We demonstrated that the
results obtained in this work stand out the importance of the colonization factor F42 in the
development of the diarrhea in the infections for ETEC, evidencing the necessity of including
this FC in the vaccine, in order to provide a major protection for the animals. In conclusion, we
suggest that a new and wide research must be carried out, taking into account age, race and

handling of breeding of distinct geographic regions.

ACKNOWLEGEMENTS

This study was supported by grants (97/7729-1 and 98/11957-2) from the Fundacdo de

Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP).



186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

57

REFERENCES

Alexander, T.J.L., 1994. Neonatal diarrhoea in pigs. In: Gyles, C.L. (Ed.), Escherichia coli in

Domestic Animals and Humans, Cab International, Wallingford, UK, pp. 151-1609.

Blanco, J., Blanco, M., Alonso, M.P., Blanco, J.E., Garabal, .1, Gonzéilez, E.A., 1992. Serogroups
of Escherichia coli strains producing cytotoxic necrotizing factors CNF1 and CNF2. FEMS
Microbiol. Lett. 96, 155-160.

Blanco, M., Blanco, J.E.,Gonzalez, E.A., Mora, A., Jansen, W.H., Gomes, T.A.T., Zerbine,
L.F., Yano, T., Pestana de Castro, AF., Blanco, J., 1997. Genes coding for Enterotoxins
and Verotoxins in porcine Escherichia coli strains belonging to different O,K,H Serotypes,
relationship with toxic phenotypes. J. Clin. Microbiol. 35, 2958-2963.

Castro, AFP., Piffer, I.A, Serafim, MB., Leite, D.S., Colli, L.LA., 1990. Reprodugéo
experimental da colibacilose em leitdes. Pesq. Vet. Bras. 10, 11-18.

Castro, AFP., Serafim, M.B., Brito, JR.F., Barcellos, D.SEN., Colli, I1.AG, 1984.
Virulence factors present in cultures of Escherichia coli isolated from pigs in the region of
Concordia, Santa Catarina, Brazil. Pesq. Vet. Bras. 4, 109-114.

Davis, B.D., Mingioli, E.S., 1950. Mutants of Escherichia coli requiring methionine or vitamin
B. J. Bacteriol. 60, 17-28.

Flores-Abuxapqui, J.J., Suarez-Hoil, G.J., Puc-Franco, M.D., Heredia-Navarrete, M.R., Vivas-
Rosel, M.L., Oberhelman, R.A., 1997. Frequency of adhesive factors and enterotoxins in

strains of Escherichia coli isolated from piglets with diarrhea. Vet. Latinoam. Microbiol.

39, 145-151.



208

209

210

211

2]2

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

58

Gaastra, W. & De Graaf, F. K., 1982. Host - specific fimbrial adhesins of noninvasive
Escherichia coli strains. Microbiol. Rev. 46, 129-161.

Garabal, J. 1., Vasquez, F., Blanco, J., Blanco, M., Gonzilez, E.A,, 1997. Colonization
antigens of enterotoxigenic Escherichia coli strains isolated from piglets in Spain. Vet.
Microbiol. 54, 321-328.

Guinée, P. A. M., Agterber, C. M, Jansen, W. H., 1972. Escherichia coli O typing by means of a
mechanized microtechnique. Appl. Microbiol. 24, 127-131.

Guinée, P.AM. & Jansen, W.H., 1979. Detection of enterotoxigenicity and attachment factors
in Escherichia coli strains of human, porcine and bovine origin: a comparative study. Zbl.
Bakt. I. Hyg. Abt. Orig. A, 243, 245-257.

Kwon, D., Kim, O., Chae, C., 1999. Prevalence of genotypes for fimbriae and enterotoxins and

of O serogroups in Escherichia coli isolated from diarrheic piglets in Korea. J. Vet. Diagn.

Invest. 11, 146-151.

Leite, D.S., Yano, T., Castro, AF.P., 1988 Production, purification and partial
characterization of a new adhesine factor (F42) produced by enterotoxigenic Escherichia
coli isolated from pigs. Ann. Inst. Pasteur / Microbiol. 139, 295-306.

Leite, D.S., Yano, T ., Castro, AF.P., 1997. Receptors on chicken erythrocytes for F42
fimbriae of Escherichia coli isolated from pigs. Zbl. Bakt. 286, 383-388.

Mainil, J.G., Daube, G., Jacquemin, E., Pohl, P., 1998. Virulence plasmids of enterotoxigenic
Escherichia coli isolates from piglets. Vet. Microbiol. 62, 291-301.

Nagy, B., Casey, T. A., Moon, H. W., 1990. Phenotype and genotype of Escherichia coli

isolated from pigs with postweaning diarrhea in Hungary. J. Clin. Microbiol. 28, 651-653.



230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

244

245

246

247

248

249

250

251

59

Nagy, B., Fekete, P.Z., 1999. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) in farm animals. Vet.
Res. 30, 259-284.

Ojeniyi, B. Ahrens, P., Meyling, A., 1994. Detection of fimbrial and toxin genes in Escherichia coli
and their prevalence in piglets with diarrhoea. The application of colony hybridization assay,
polymerase chain reaction and phenotypic assays. J. Vet. Med. B 41, 49-59.

Osek, J., 1998. Application of polymerase chain reaction for determination of toxins in

Escherichia coli strains isolated from pigs with diarrhea. Acta Microbiol. Pol. 47, 409-413.

Osek, J., 1999. Prevalence of virulence factors of Escherichia coli strains isolated from
diarrheic and healthy piglets after weaning. Vet. Microbiol. 68, 209-217.

Parma, A. E., Sanz, M. E., Vifias, M. R,, Cicuta, M. E., Blanco, J. E., Boehring, S. ., Vena,
M. M, Roibon, W. R, Benitez, M. C, Blanco, J., Blanco, M., 2000. Toxigenic
Escherichia coli isolated from pigs in Argentina. Vet. Microbiol. 72, 269-276.

Pickett, C.L., Twiddy, E.M,, Belisle, B.W., Holmes, R K., 1986. Cloning of genes that encode
a new heat-labile enterotoxin of Escherichia coli. J. Bacteriol. 165, 348-352.

Silveira, W.D., Yano, T., Azevedo, J.L., Castro, AF.P., 1987. Plasmid-mediated production of
a new colonization factor (F42) in enterotoxigenic Escherichia coli. Rev. Genet. 4, 635-
646.

Soderlind, O., Thafvelin, B., Moéllby, R., 1988. Virulence factors in Escherichia coli strains
isolated from Swedish piglets with diarrhea. J. Clin. Microbiol. 26, 879-884.

Woodward, M. J. & Wray, C., 1990. Nine DNA probes for detection of toxin and adhesin
genes in Escherichia coli isolated from diarrhoeal disease in animals. Vet. Microbiol. 25,

55-65



252

253

254

255

256

257

258

60

Yano, T., Leite, D.S., Camargo, 1.J.B., Castro, AF.P., 1986. A probable new adhesive factor
(F42) produced by enterotoxigenic Escherichia coli isolated from pigs. Microbiol
Immunol. 30, 1495-1508.

Zerbini, L.F.C., 1993. Fatores de Viruléncia ¢ Sorotipos de Escherichia coli isolada de suinos

durante as primeiras semanas de vida. Dissertagio de Mestrado — Universidade Federal de

Sio Paulo, Sdo Paulo, Brazil.



61

258  Table 1 - Enterotoxic genotypes and Serogroups results of F42 E. coli strains isolated of feces

259  diarrheic and non diarrheic from piglets.

Diarrheic Non diarrheic
Serogroup(s) Serogroup(s)
ST-I ST-IOI o . ST-1 ST-II o )
(n* of strains) (n”. of strains)
+ + 08 (3); 09(1); O11 (1); + + 08 (2); 09 (1);
032 (1). 073 (1).
+ - 098 (1); 0101 (1). + - 08 (1); 098 (1);
0112 (1)
- + 08 (1); 018 (1); O35 (1). - +  01(1); 08 (1); O15 (1),
049 (1); 084 (1),
0110 (1); NT (2)
- - 08 (1) - - 098 (1)

260  NT= non-typable.



