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RESUMO

Atualmente, um dos problemas mais observados na suinocultura sdo as diarreias que
acometem leitdes na fase de creche, levando a prejuizos na cadeia produtiva em funcdo da perda
de peso dos animais, desidratacdo e gastos com medicamentos. Escherichia (E.) coli, causadora
da colibacilose na fase de maternidade e apds do desmame, é um dos principais agentes
infecciosos envolvidos nas diarreias pos desmame, podendo determinar indices de mortalidade de
até 25%. A diarreia ocorre entre a primeira e a terceira semana apds a entrada nas creches e
apresenta-se de forma pastosa a liquida, de coloragdo amarelada ou acinzentada. E. coli é uma
bactéria comensal do intestino dos leitdes e sua patogenicidade estéd diretamente relacionada com
a expressao de fimbrias e toxinas. A via fecal-oral é a principal via de transmissdo, sendo a dgua
uma importante fonte de contaminacdo, podendo ocasionar as diarreias. Visando observar a
possibilidade de transmisséo de E. coli enterotoxigénica (ETEC) via agua, o objetivo do trabalho
foi isolar e tipificar E. coli de amostras de dgua provenientes de caixas d’agua e bebedouros de
creches de suinos e de suabes retais de leitdes com diarreia p6s desmame. Em amostras com
isolamento de E. coli foi realizado PCR multiplex para a deteccdo das fimbrias e toxinas
presentes nas amostras e realizado o antibiograma, sendo possivel comparar os fatores de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana em amostras isoladas da agua e naquelas isoladas dos
leitbes. Em quatro das dez amostras de agua foi possivel isolar E. coli, entretanto, nenhuma
apresentava 0s genes para os fatores de viruléncia caracteristicos de cepas ETEC. Das 60
amostras de suabes retais analisadas, 21 isolaram E. coli e sete encontraram fatores de viruléncia
para ETEC. Os fatores de viruléncia mais frequentes foram as fimbrias F18 (62,5%) e F4 (25%) e
as toxinas STb (100%) e STap (75%). E. coli isoladas das amostras de agua apresentaram maior
resisténcia aos antimicrobianos apramicina, florfenicol, lincomicina,
lincomicina+espectinomicina, oxitetraciclina e sulfametoxazol+trimetoprim e foram sensiveis a
colistina e fosfomicina. As sete ETEC isoladas de suabe retal apresentaram maior resisténcia a
lincomicina e menor resisténcia a fosfomicina. As 14 E. coli ndo ETEC isoladas de suabe retal
apresentaram maior resisténcia ao florfenicol e ndo apresentaram resisténcia a colistina. E. coli
enterotoxigénica € um importante agente na causa de colibacilose pos-desmame, porém néo
parece ser capaz de desenvolver fatores da viruléncia na agua, possivelmente por depender de

condic¢des do animal para isso. Os resultados mostraram que a agua ndo é uma importante fonte



de transmisséo de ETEC. As amostras analisadas apresentaram uma ampla variagdo nos fatores

de resisténcia a dez antimicrobianos diferentes, apresentando inclusive multirresisténcia.

Palavras-chave: colibacilose, PCR, fimbrias, toxinas, antibiograma.



ABSTRACT

One of the most frequent problems in the swine industry is diarrhea in nursery pigs, which
causes significant losses due to weight loss, dehydration and cost of medication. Escherichia (E.)
coli is one of the main agents of the post-weaning diarrhea and can cause a disease with mortality
rate as high as 25%. The diarrhea occurs between the first and third week post-weaning and
varies in consistency from very watery to pasty with a colour range from grey to yellow. E. coli is
an intestinal commensal bacteria in pigs and its pathogenicity is directly related to fimbria and
toxins gene expression. Fecal-oral is the mainly route of transmission, and water is an important
contamination source. To investigate the possibility of enterotoxigenic E. coli (ETEC)
transmission through water, the objective of this study was to isolate and to typify E. coli from
pig nursery water samples and from nursery pig’s rectal swabs presenting post-weaning diarrhea.
After isolation of E. coli, positive samples were genotyped by Multiplex PCR - to determine
specific fimbria and toxin genes present in the isolate - followed by antibiogram analysis.
Virulence factors and antimicrobial resistance could then be compared between water and piglet
samples. E. coli was isolated in four out of the ten water samples, although none of them
expressed ETEC virulence factors. From 60 rectal swab samples, 21 E. coli were isolated and
seven expressed ETEC virulence factors. The fimbria presenting higher frequency was F18
(62,5%) and F4 (25%) and the toxins were STb (100%) and STap (75%). E. coli isolated from
water samples presented higher resistance to apramycin, florfenicol, lincomicin,
lincomicin+spectinomycin, oxytetracycline and sulfametoxazol+trimethoprim and did not present
resistance to colistin and fosfomicin. The seven ETEC from rectal swab samples presented a
higher resistance factor to lincomicin, and lower resistance factor to fosfomicin. The 14 non
ETEC from rectal swab samples presented a higher resistance factor to florfenicol e no resistance
to colistin. E. coli enterotoxigenic is an important agent causing post-weaning diarrhea, even
though it seems incapable to develop its virulence factors in the water, probably because it mav
depends on conditions present exclusively in the animal organism. The results show ti.u.
contamination of drinking water with ETEC was not an important cause of infection of the
nursery piglets in the experiment. The samples analysed presented a wide range of resistance to

the different antimicrobials, including multi-resistance.

Key words: collibacilosis, PCR, fimbria, toxins, antibiogram.
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1 INTRODUCAO

A colibacilose do desmame, causada pela Escherichia (E.) coli enterotoxigénica (ETEC), é
considerada uma das principais formas de diarreia ocorrendo nas primeiras semanas de
alojamento dos leitbes na creche (21 a 60 dias de vida) (ALFIERI et al, 2010). A doenca é
descrita mundialmente (FAIRBROTHER; GYLES, 2006) e esta relacionada a alteracfes
nutricionais, alta pressdo de infeccéo, problemas no ambiente e no manejo, condicdo do leitdo na
chegada a creche e excesso de estresse (MORES; MORENO, 2012).

A colibacilose se mostra como importante doenga na suinocultura por causar perdas
econémicas consideraveis em funcdo de diversos fatores, como: perda de peso, diminui¢do no
ganho de peso diario (BARCELLOS; STEPAN, 1991; EWING; COLE, 1994), aumento no uso
de medicamentos e desinfetantes, piora na conversdo alimentar, maior predisposi¢éo dos animais
a infec¢bes secundarias e variabilidade de peso dentro dos lotes (ALFIERI et al, 2010;
BARCELLOS et al, 2011). A morbidade é variavel, mas a doenca pode atingir até 80% dos
animais, com uma media de 30-40% (FAIRBROTHER; GYLES, 2006). Os indices de
mortalidade da doenca podem chegar até 25% em condicBes sanitarias deficientes e terapia
inadequada (HAMPSON, 1994; MORES; MORENO, 2012).

1.1 Etiologia

E. coli é uma bactéria cocobacilo Gram-negativa, ndo esporulada e anaerdbia facultativa.
Faz parte da microbiota intestinal normal dos suinos (EWING & COLE, 1994), entretanto,
algumas cepas podem causar doenca. Assim, é importante considerar as diferencas entre as cepas
patogénicas e nao-patogénicas (ALFIERI et al, 2010). Para identificar as cepas patogénicas, é
feita a avaliacdo dos fatores de viruléncia da bactéria (FRANCIS, 1999), sendo 0s mais
importantes na fase de creche as estruturas de adesdo (fimbrias) e enterotoxinas
(FAIRBROTHER; GYLES, 2006; MORES; MORENO, 2007). As fimbrias sio estruturas
proteicas de superficie capazes de se ligar a receptores do epitélio intestinal e sdo espécie-
especificas (NATARO; KAPER, 1998). Enterotoxinas sdo produzidas ap6s a adesdo da bactéria,
durante a multiplicacdo e agem em células secretdrias presentes nas criptas das vilosidades
intestinais (EWING; COLE, 1994). As principais toxinas causadoras de diarreia sdo a termolabil
(LT) e atermoestavel (ST) (FAIRBROTHER; GYLES, 2006).



Ao causar a diarreia neonatal, as fimbrias expressadas pela ETEC sdo F4, F5, F6 ou F41
(FRANCIS, 2004; FAIRBROTHER; GYLES, 2006). Ja nos animais de creche, h4& a menor
expressao de receptores para as fimbrias F5 e F6 pelo epitélio intestinal (FRANCIS, 2002), sem a
reducdo da expressao de receptores para F4 (FAIRBROTHER; GYLES, 2006) e o inicio da
expressdo de receptores para F18 (FRANCIS, 2004). Assim, as fimbrias que costumam ser
expressas pela bactéria na fase de creche sdo F4ab, F4ac, F18ab e/ou F18ac (FRANCIS, 2004;
FAIRBROTHER; GYLES, 2006; ALFIERI et al, 2010), e os sorogrupos, 0139-F18ab e 0149-
Fdac (FAIRBROTHER; GYLES, 2006). As enterotoxinas produzidas apds a aderéncia aos
enterocitos dos leitdes de creche sdo a LT, a STa e a STb ou combinagdes delas (NAGY;
FEKETE, 1999).

1.2 Patogenia

A infeccdo ocorre por via fecal-oral e, ap6s instalada, diversas interacdes entre as reacoes
causadas pelos fatores de viruléncia do antigeno e as reacdes de defesa do animal se iniciam. No
trato intestinal dos suinos, a ETEC impede o peristaltismo intestinal, se adere a mucosa atraveés
das fimbrias, se multiplica e produz enterotoxinas (COWART, 1995; MORES; BARCELLOS,
2012). As enterotoxinas interferem nos processos hormonais responsaveis pela regulacdo do
transporte de liquidos e eletrolitos entre as células epiteliais e a luz intestinal. Consequentemente,
o nivel de fluidos intestinais aumenta, impossibilitando a total reabsorcdo pelo intestino grosso,
causando a diarreia do tipo secretéria (EWING; COLE, 1994; VANNUCCI; GUEDES, 2009).

E. coli é uma das principais bactérias capazes de contaminar e se multiplicar na agua, se
esta estiver em temperatura adequada e com elevada concentracdo de matéria organica. O
Ministério da Saude classifica como agua potavel aquela negativa para coliformes fecais em 100
mL de amostra (BRASIL, 2011). Brito et al (1998) demonstraram a relagdo entre a contaminacgao
da agua por E. coli e a presenca de diarreia nos leitdes. Nas amostras de agua foram encontras
fimbrias indicadoras de patogenicidade e a enterotoxina LT. Foi verificada uma correlagdo
significativa entre o consumo de 4gua contaminada e a ocorréncia de diarreia na terceira semana
de vida dos leitdes (OGER, 1970; HUTSCHCHEMAEKERS et al, 1976).
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1.3 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da colibacilose se iniciam em 3-5 dias apds o desmame com duracao de
2-3 dias (HAMPSON, 1994; MORES; MORENO, 2012). Entre os sinais clinicos, o principal é a
diarreia liquida a pastosa (MORES; MORENO, 2012), de coloragdo amarelada ou acinzentada,
causando perda de peso progressiva (RICHARDS; FRASER, 1961). Os leitdes acometidos pela
doenca apresentam apatia, desidratacdo, mau estado corporal e perda de apetite (HAMPSON,
1994). A temperatura retal geralmente permanece normal (FAIRBROTHER; GYLES, 2006). A
morte pode ocorrer em funcio da acidose metabdlica (MORES; MORENO, 2007) e da deplecéo
de eletrélitos (EWING; COLE, 1994), resultantes da desidratacao.

1.4 Diagnostico

Para se fazer o correto diagndstico de colibacilose po6s desmame, é importante que sejam
feitas analises laboratoriais (MORES; MORENO, 2007), ja que os outros tipos de diarreia que
podem acometer os suinos na fase de creche sdo muito semelhantes. Além do isolamento e
identificacdo bacterioldgica da E. coli, € necesséria a caracterizacdo fenotipica e genotipica da
bactéria isolada, a fim de identificar os fatores de viruléncia da cepa (NAGY; FEKETE, 1999;
FAIRBROTHER; GYLES, 2006; ALFIERI et al, 2010). A técnica de PCR multiplex permite que
as fimbrias e toxinas de E. coli sejam identificadas, indicando a presenca ou auséncia de
patogenicidade. O diagnostico pode ser realizado a partir de amostras de fezes coletadas no
animal in vivo ou contetido intestinal (MORES; MORENO, 2007). A coleta de material deve ser
feita de modo asséptico, com suabes ou frascos estéreis para evitar a contaminacdo (ALFIERI et
al, 2010).

1.5 Tratamento

O tratamento mais amplamente empregado para a diarreia do desmame é o uso de
antimicrobianos, especialmente via dgua. Deste modo, o galpdo que contenha animais afetados
recebe a medicacdo, inclusive animais saudaveis (VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH,
1999; WITTE, 1998).

A préatica de medicar todos os animais tem se tornado controversa com 0 aumento da
presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos mais utilizados, ou seja, ndo se inibem pelas

concentragOes habitualmente utilizadas ou apresentam mecanismos de resisténcia especificos



11

para o agente (VAN DEN BOGAARD, STOBBERINGH, 1999; WITTE, 1998; MOTA et al,
2005). Acredita-se que uma das principais causas para 0 surgimento de resisténcia aos
antimicrobianos seja a variabilidade genética. Esta pode ser gerada pela mutacdo espontanea ou
recombinacdo de genes (MOTA et al, 2005), visto que a ETEC possui elevada capacidade em
desenvolver e disseminar mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados para o
tratamento da doenca (BACCARO et al, 2002).

Visando observar a possibilidade de transmissdo de E. coli enterotoxigénica (ETEC) via
agua, o objetivo do trabalho foi isolar e tipificar E. coli de amostras de dgua provenientes de
caixas d’agua e bebedouros de creches de suinos e de suabes retais de leitbes com diarreia pos

desmame e comparar seus fatores de viruléncia e resisténcia a antimirobianos.
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2 ESTUDO DE CAMPO
2.1 Material e métodos

Amostragem: As coletas foram realizadas em 10 creches de suinos com diarreia pés-desmame
localizadas na regido do Vale do Taquari, no estado do Rio Grande do Sul. De cada granja foram
coletados 15 suabes retais de animais de 21 a 28 dias de vida, apresentando diarreia amarelada de
consisténcia pastosa a liquida, e 100 mL de &gua (50 mL de &gua dos bebedouros e 50 mL de
agua das caixas d’agua) em tubos Falcon estéreis, totalizando 150 suabes e 10 amostras de agua.
Os suabes foram armazenados em meio de transporte Amies com carvéo ativado (Absorve®) e,
juntamente com os tubos de &gua, transportados em caixas de isopor com gelo reciclavel para
posterior analise no laboratério de sanidade do Setor de Suinos da Faculdade de Veterinaria da

UFRGS. As coletas foram realizadas entre os meses de dezembro de 2014 e maio de 2015.

Cultivo e identificacdo bacteriana das amostras de suabe retal: As amostras de suabes foram
semeadas em Agar sangue™ (BD — enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado) e
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Colbnias caracteristicas de E. coli (col6nias pequenas
ou médias; brancas, acinzentadas ou amareladas; brilhosas ou mucosas, € com presenca de
hemolise ou ndo), foram semeadas em Agar MacConkey (Acumedia®) e Trypticase Soy Agar
(TSA™ _ BD) e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Amostras lactose positivas no Agar
MacConkey foram selecionadas e a partir da cultura em TSA, foram submetidas ao teste de
oxidase e a coloracdo de Gram, além de testes bioquimicos: teste de oxidacdo ou fermentacéao
(O/F-Himedia®), Agar lisina ferro (LIA — Acumedia®), Citrato de Simmons™ (BD), Triplice
acucar e ferro (TSI — Himedia®), Sulfito Indol e Motilidade (SIM™ - BD) e ureia (Acumedia®).
As caracteristicas bioquimicas de E.coli sdo apresentadas na Tabela 1. Apds a identificagdo de E.
coli, as cepas foram inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI™ - BD) e apds o seu
crescimento em estufa a 37°C por 24 horas, foram transferidas para meio de crioconservacdo em

eppendorfs para armazenamento a -18°C.
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Tabela 1: Caracteristicas bioquimicas da bactéria Escherichia coli.

Coloragéo ) )
MacConkey SIM  Ureia Citrato OF LIA TSI
de Gram
. Cocobacilo Oxidativo e Base e bisel
E. coli + . + _ _ : + -
negativo fermentativo acidos

Fonte: adaptado de MARKEY et al, 2013.

Cultivo e identificacdo bacteriana das amostras de dgua: As amostras de agua do bebedouro e da
caixa d’agua de cada granja foram misturadas, totalizando 100 mL de agua por granja. As
amostras foram enriquecidas com meio pronto Colilert (Idexx) e incubadas em estufa a 37°C por
24 horas. Apos o enriquecimento com Colilert, as amostras de agua que apresentavam coliformes

fecais passaram por todas as etapas descritas anteriormente a fim de isolar e identificar E. coli.

Identificacdo de fimbrias e toxinas: A técnica de PCR multiplex permite que fatores de viruléncia
sejam identificados pela amplificacdo do DNA. Nesse exame, diferentes primers sdo utilizados
na deteccdo de fimbrias e toxinas (QUADRI et al, 2005) em uma Unica reacdo. As fimbrias mais
comumente encontradas na fase de creche sdo F4ab, F4ac, F18ab e/ou F18ac (FRANCIS, 2004;
FAIRBROTHER; GYLES, 2006). As toxinas importantes para essa fase sao a toxina termolabil
(LT) e as toxinas termoestaveis (STa e STh) (FAIRBROTHER; GYLES, 2006). Apenas as
amostras de agua e de suabes retais que foram positivas para E. coli no exame bacterioldgico,
foram submetidas ao PCR multiplex (QIAGEN® Multiplex PCR Kit) para amplificacdo de
fimbrias e toxinas. A técnica utilizada foi PCR convencional com leitura por eletroforese em gel
de agarose. Os fatores de viruléncia testados foram as fimbrias (K88, K99, 987P, F18 e F41) e as
toxinas (LT, Stb, StaP e Stx2e) (MACEDO et al, 2007).

Teste de resisténcia a antimicrobianos (antibiograma): O antibiograma foi realizado pelo teste de
difusdo em Agar. A partir de um meio caldo Muller Hinton, os isolados eram padronizados na
turbidez de 0,5 da escala MacFarland. Apos, através de suabes estéreis, a suspensao ajustada era
inoculada em placas de Agar Muller Hinton, e a distribui¢cdo dos discos de antimicrobianos era
realizada. O didametro dos halos ao redor dos discos foi mensurado, e foram classificados em

sensivel e resistente (amostras com inibig&o intermediaria foram consideradas resistentes) (CLSI,
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2008). Foram testados dez principios ativos (Oxoid®) comumente utilizados na suinocultura:
Apramicina (15ug), Colistina (25ug), Florfenicol (30ug), Fosfomicina (50ug), Gentamicina
(10ug), Lincomicina (10ug), Lincomicina+Espectinomicina (10ug), Neomicina (30ug),
Oxitetraciclina (30pg) e Sulfametoxazol+Trimetoprim (25ug).

2.2 Resultados e discussao

Das dez amostras de &gua, quatro (40%) foram positivas para E. coli, e das 60 amostras
(15 suabes de cada uma das 4 granjas) de suabe retal, 21 (35%) foram positivos para E. coli. Das
21 amostras de E. coli isoladas de suabe retal, oito (38%) apresentaram fimbrias e/ou toxinas
(Tabela 2). Para ser considerada patogénica, a bactéria deve expressar, pelo menos, uma fimbria e
uma toxina simultaneamente. Seguindo esse critério, sete (11,66%), do total de 60 amostras de
suabe retal foram consideradas ETEC, diferentemente do trabalho de Sato (2013), que observou
ETEC em 50,5% das amostras de suabe retal de leitdes com diarreia. Apesar de E. coli ser
considerada o principal agente etioldgico das diarreias pés desmame, outros agentes causadores
de diarreia também podem ser encontrados nessa fase, como Isospora suis, Rotavirus tipo A,
Clostridium perfringes, Salmonella typhimurium (MORES; BRITTO, 2007; MORES;
MORENO, 2012), e o Circovirus Suino tipo 2 (PCV2) (BARCELLOS et al, 2011). Além disso, a
baixa prevaléncia de ETEC nos animais amostrados pode estar relacionada a antibioticoterapia,

amplamente utilizada nas creches.

Uma amostra apresentou apenas genes expressando toxinas, o que ndo € um resultado
esperado, visto que toxinas sdo produzidas pela bactéria durante a sua multiplicacdo, apds a
adesdo ao tecido intestinal. Uma provavel causa desse resultado é o fato de que a técnica de PCR
multiplex utiliza diversos marcadores para diferentes genes em uma Unica reacdo. Assim, a
sensibilidade do teste € reduzida, podendo resultar em falsos negativos. Mesmo havendo a
presenca de genes que expressam as fimbrias, talvez eles ndo tenham sido amplificados em

quantidades significativas.
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As maiores frequéncias de genes para fimbrias e toxinas foram para F18 (62,5%), F4 (K88)
(25%), STb (100%), STap (75%) e LTb (37,5%) das amostras de suabe retal e nenhuma fimbria
e/ou toxina foi detectada nas quatro amostras de agua (Tabela 2). Estes resultados estdo de acordo
com estudos anteriores, em que as fimbrias F18 e F4 (K88) foram as mais expressadas em
amostras de suabe retal (FRANCIS, 2004; FAIRBROTHER; GYLES, 2006; ALFIERI et al,
2010, SATO, 2013). Entretanto, diferentemente dos trabalhos de Brito et al (1998) e de Tsen et al
(1998), que encontraram genes de expressao da fimbria F6 (987P) e da toxina LT, e das toxinas
LT e ST, respectivamente, em amostras de agua, ndo foram encontradas fimbrias ou toxinas
indicativas de ETEC nas amostras de 4gua das granjas analisadas. Uma das explicagdes para esse
resultado é que as granjas de suinos realizam um rigido controle da qualidade da &gua,
adicionando em suas caixas d’agua cloro, hidratante, acidos, medica¢des e polivitaminicos. A
adicdo desses produtos pode reduzir a quantidade de bactérias presentes na agua e reduzir a sua
capacidade de expressdo de fatores de viruléncia. Outra hipotese é de que ndo haja a expressdo de
fatores de viruléncia das bactérias presentes na agua porque a expressdo desses fatores esta
relacionada ao animal e a condic¢des ligadas a ele, como alteracGes nutricionais, alta pressao de
infeccdo, problemas no ambiente e no manejo, condicao do leitdo na chegada a creche e excesso
de estresse (MORES; MORENO, 2012).

Nenhuma das amostras de agua analisadas apresentou hemdlise. Das sete amostras ETEC
positivas dos suabes retais, uma ndo apresentou hemoélise em Agar sangue e seis apresentaram, 0
que esta de acordo com Guerreiro (1984), onde a maior parte das amostras E. coli causadora de
diarreia na creche apresentaram hemolise. Também de acordo com Nagy e Fekete (1999), que
mostraram que amostras ndo-hemoliticas também estdo associadas a colibacilose do desmame.
Alguns trabalhos demonstram a relacdo da producdo de hemolisinas com as fimbrias F4 e F18 -
mais comuns na creche (FRANCIS, 2002). Uma razédo pode ser pela localizacdo do gene que
expressa a fimbria F4 ser no mesmo plasmideo que o gene determinante da hemoélise (MORES;
BARCELLOS, 2012). Os resultados do presente trabalho demonstram que nem sempre a
hemolise é indicativa de patogenicidade de E. coli, visto que as duas amostras com expressado de
F4 apresentaram hemolise; uma amostra com expressdo de F18 ndo apresentou hemdlise, e as

outras quatro com expressdo de F18 apresentaram hemdlise.
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Entre as sete amostras de suabe retal identificadas como ETEC, o maior perfil de
resisténcia foi para a lincomicina (100%); o menor perfil de resisténcia foi para fosfomicina
(14,2%). Entre as quatorze amostras de suabe retal de E. coli ndo classificadas como ETEC, o
maior perfil de resisténcia foi para o florfenicol (100%), e ndo apresentou resisténcia a colistina .
Entre as quatro amostras de agua que tiveram isolamento de E. coli, os maiores perfis de
resisténcia foram para apramicina (75%), florfenicol (75%), oxitetraciclina (75%) e

sulfametoxazol+trimetoprim (75%) e ndo houve resisténcia a colistina e fosfomicina (Tabela 3).

Tabela 3: Padrdo de susceptibilidade a antimicrobianos de 25 amostras de E. coliisoladas de
suabes de leitGes com diarreia ETEC positivas e ETEC negativas e de amostras de agua ETEC
negativas.

ANTIMICROBIANO ETEC NAO ETEC AGUA
(concentracao) % (n) % (n) % (n)
APRAMICINA (15ug) 57,1% (4)  28,5% (4) 75% (3)
COLISTINA (25u9) 28,5% (2) 0% (0) 0% (0)
FLORFENICOL (30u9) 42,8% (3)  100% (14) 75% (3)
FOSFOMICINA (50ug) 14,2% (1) 7,1% (1) 0% (0)
GENTAMICINA (10pg) 85,7% (6)  35,7% (5) 25% (1)
LINCOMICINA (10ug) 100% (7)  92,8% (12) 75% (3)
LINCOMICINA+ESPECTINOMICINA (10ng)  85,7% ()  85,7% (12)  75% (3)
NEOMICINA (30ug) 28,5% (2) 71,40% (10)  75% (3)
OXITETRACICLINA (30ug) 42,8% (3)  85,7% (12) 25% (1)

SULFAMETOXAZOL+TRIMETOPRIM (251g) 85,7% (6)  857% (12)  75% (3)

Todas as amostras apresentaram resisténcia a no minimo um e no maximo oito dos dez
antimicrobianos testados. Dos 25 isolados de E. coli, 24 (96%) apresentaram resisténcia a pelo
menos trés antimicrobianos, um resultado semelhante ao de TAKEUTI et al (2013b), em que
100% das amostras de E. coli foram multirresistentes. 100% das ETEC e ndo ETEC de amostras
de suabe retal apresentaram multirresisténcia; 75% dos isolados de E. coli da &gua foram
multirresistentes. Existe ampla variacdo entre os resultados de trabalhos que avaliaram a eficacia
de antimicrobianos em cepas de E. coli (ALMEIDA, 2007; BACCARO, 2002; MENIN, 2008).
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Os perfis de resisténcia encontrados para ETEC por Sato et al (2014) e Takeuti et al (2013a) em
trabalhos realizados com amostras de E. coli também isoladas de suinos do Rio Grande do Sul
apresentaram uma relativa variacdo em relacdo aos encontrados no presente trabalho. Neles, 0s
autores encontraram um maior perfil de resisténcia a oxitetraciclina (93,6% e 96,6%,
respectivamente), porém, encontraram resisténcia semelhante ao florfenicol (95,2% e 96,6%,
respectivamente). N&o apenas pelo crescente aumento da resisténcia antimicrobiana entre as
enterobactérias (COSTA, 2006), mas também pela variabilidade observada nos resultados dos
antibiogramas, as diferencas observadas podem ser atribuidas as variagdes regionais ou ao tipo de
tratamento antimicrobiano utilizado em diferentes granjas/empresas. Sabe-se que a resisténcia
estd intimamente relacionada a pressdo de selecdo do agente as drogas utilizadas com maior
frequéncia no tratamento da doenca (BACCARO, 2002). O trabalho de Almeida et al (2007)
resultou em alto perfil de resisténcia a lincomicina (96,4%) para E. coli ETEC e ndo ETEC, tendo
resultados semelhantes ao presente estudo. Uma das causas de disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos no caso de E. coli é o fato da bactéria possuir um intervalo entre geracbes muito
curto e dispor de mecanismos de transferéncia de material genético (SHERLEY et al, 2004), pela
aquisicdo de elementos genéticos moveis, especialmente plasmideos e transposons
(ALEKSHUN; LEVY, 2007). Plasmideos podem ser transferidos via conjugacdo entre duas
bactérias pela formacdo de pili, contribuindo para a proliferacdo de estirpes multirresistentes.
(SHERLEY et al, 2004). Através de transducdo, transformacédo e conjugacdo também é possivel
que os elementos genéticos moveis, apos se autorreplicarem dentro da célula, sejam transferidos e
se disseminem na populacdo (SHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001).

Florfenicol e neomicina tiveram alto perfil de resisténcia nas amostras ndo ETEC e agua,
mas ndo nas amostras ETEC. Trés antimicrobianos apresentaram alto perfil de resisténcia em
todas as amostras: lincomicina, lincomicina+espectinomicina e sulfametoxazol+trimetoprim,
demonstrando que podem existir perfis de sensibilidade antimicrobiana semelhantes entre
amostras, independentemente de sua patogenicidade. As amostras ETEC apresentaram baixo
perfil de resisténcia a fosfomicina, possibilitando uma escolha mais prudente de

antibioticoterapia na suinocultura.
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2.3 Conclusdes

- A ETEC é um importante agente etiologico causador de diarreia em leitdes

desmamados.

- Amostras ETEC positivas apresentaram amplas combinac6es entre os principais fatores

de viruléncia envolvidos na patogenia da colibacilose pds desmame.

- E. coli ndo patogénicas podem ser isoladas em leitdes desmamados com sinais clinicos

de diarreia, sugerindo outra etiologia.

-N&o foi detectada ETEC em nenhuma amostra de agua das granjas avaliadas. O cuidado
com a agua fornecida aos animais em granjas de suinos pode ter inibido a expressao de fatores de

viruléncia pela E. coli, ou a expressdo dos mesmos pode estar diretamente relacionada ao leitéo.

- Foi observada resisténcia a todos os antimicrobianos testados em pelo menos um tipo de
amostra, sendo os maiores perfis de resisténcia encontrados para a lincomicina (ETEC), o
florfenicol (ndo ETEC) e apramicina, florfenicol, oxitetraciclina e da associacdo

sulfametoxazol+trimetoprim para dgua (ndo ETEC).

- Né&o foi observada resisténcia a colistina pelas amostras de E. coli de agua e de suabe
retal ndo ETEC, nem de fosfomicina pelas amostras de agua. Fosfomicina foi o antimicrobiano

com menor perfil de resisténcia pelas amostras ETEC de suabe retal.

- Foram observados altos perfis de resisténcia entre os trés tipos de amostra (ETEC, nédo
ETEC e &gua) para, lincomicina, florfenicol, lincomicina+espectinomicina e

sulfametoxazol+trimetoprim.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

E. coli foi um importante agente etiologico em leitdes de creche com sinais de diarreia,
apesar da cepa ETEC estar presente em apenas 11,66% das amostras totais de suabe retal
analisadas. Amostras positivas apresentaram amplas combinagdes entre os principais fatores de
viruléncia envolvidos na patogenia da colibacilose da creche (F18 e F4, e STh, STap e LTh).
Nenhuma das amostras de agua apresentou fatores de viruléncia compativeis com ETEC,
possivelmente devido ao tratamento de agua reduzir a quantidade de bactérias presentes na
mesma e inibir a capacidade de expressdo dos fatores de viruléncia, e também pela expressao

desses fatores poder depender de condigfes presentes no organismo animal.

Diferentes padrdes de resisténcia a antimicrobianos foram observadas entre as
amostras de suabe retal ETEC positivas e ETEC negativas, e as amostras de agua ETEC
negativas. O antimicrobiano com maior perfil de resisténcia para as amostras ETEC positivas foi
lincomicina, para as amostras ETEC negativas foi florfenicol e para as amostras de agua ETEC
negativas foram apramicina, florfenicol, lincomicina, lincomicina+espectinomicina,
oxitetraciclina e sulfametoxazol+trimetoprim. Nao foi observada resisténcia a colistina pelas
amostras de E. coli de &gua e de suabe retal ndo ETEC, nem de fosfomicina pelas amostras de
agua. Fosfomicina foi o antimicrobiano com menor perfil de resisténcia pelas amostras ETEC de
suabe retal. Houve ocorréncia de resisténcia mdltipla em 96% das amostras frente aos dez
principios ativos testados, gerada especialmente pela transmissdo dessa caracteristica através de
plasmideos. Também foram observados perfis de resisténcia semelhantes entre as amostras
patogénicas e ndo patogénicas para lincomicina, lincomicina+espectinomicina e

sulfametoxazol+trimetoprim.

Apesar de ndo haver a presenca de fatores de viruléncia nas amostras de agua, ha a
presenca de E. coli. Assim, deve-se manter adequadas condi¢cGes ambientais e de manejo com 0s
animais, a fim de evitar a ocorréncia de fatores que influenciem na expressdo de fimbrias e

toxinas pela bactéria.
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