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RESUMO

O crescimento da exportacdo brasileira de produtos de origem suina brasileira exige
uma maior preocupacdo com a sanidade destes animais, uma vez que doenc¢as como
colites e diarreias promovem atraso no desenvolvimento e algumas vezes na morte dos
animais. A Escherichia coli estd entre os agentes mais comumente isolados como
causadores dessas afeccdes e animais higidos podem abrigar cepas de E. coli que
contenham genes para a producdo de fatores de viruléncia, como enterotoxinas. O
objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bioquimicamente, tracar um perfil de
resisténcia antimicrobiana e detectar genes de toxinas em cepas de E. coli de suinos
higidos no Distrito Federal. Foram isoladas 127 cepas de E. coli de 109 suinos e
identificadas bioquimicamente, inclusive para presenca de hemdlise em agar sangue,
testadas para genes de enterotoxinas (STa, LT-I, LT-ll, Stx; e Stxy) e resisténcia a
antimicrobianos. Na andlise bioguimica ndo foram observadas grandes diferencas das
tabelas de identificacdo de enterobactérias. Das 127 cepas isoladas, em 66,1% (84) foi
verificada a presenca de hemdlise, e dessas, somente cinco (5,9%) apresentaram
genes de viruléncia. Oito cepas (6,3%) possuiam genes para enterotoxinas, sendo que
quatro (3,2%) foram positivas somente para LT-I, trés (2,4%) foram positivas somente
para STa e uma (0,8%) foi positiva para STa e LT-I. Nenhuma apresentou gene para
LT-1l, Stx; ou Stx,. Quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiano, os antibiéticos com
maiores porcentagens de resisténcia foram a Lincomicina (100%), Sulfonamidas
(74,8%), Tetraciclina (70,1%), Doxiciclina (66,1%) e Ampicilina (51,2%). Os maiores
indices de sensibilidade antimicrobiana foram observados na Norfloxacina (82,7%),
Gentamicina (75,6%), Sulfametoxazol + Trimetoprim (63%), Enrofloxacina (58,3%),
Cloranfenicol (56,7%) e Estreptomicina (53,5%). O resultado apresentado nesse estudo
demonstra que mesmo um suino higido pode carrear cepas de E. coli com altas taxas

de resisténcia antimicrobiana e que possuem genes codificadores de enterotoxinas.

Palavras-chave: suino, Escherichia coli, enterotoxinas, resisténcia antimicrobiana
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ABSTRACT

DETECTION OF GENES FOR ENTEROTOXINS, BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN
Escherichia coli ISOLATED FROM HEALTHY SWINES ON DISTRITO FEDERAL,
BRAZIL

The growth of exports of Brazilian swine products has consequently a greater concern
for the health of these animals, since diseases like diarrhea and colitis promote a
developmental delay and sometimes in the animal's death. Escherichia coli is among the
most common isolated agents causing these injuries, and healthy swines may harbor E.
coli strains that have genes for virulence factors, like enterotoxins. The goal of this study
was isolation and biochemical identification, antimicrobial resistance profile and
detection of genes for enterotoxins in strains of E. coli from healthy swines in Distrito
Federal. A total of 127 strains of E. coli were isolated from 109 swines and biochemically
tested, observed for hemolysis on blood agar, tested for enterotoxin genes (STa, LT-I,
LT-Il, Stx; e Stxy) and for antimicrobial resistance. In biochemical tests there were no
significative differences between the results and the enterobacterial identification tables.
In 84 (66.1%) strains were observed hemolysis, and from these, five (5.9%) were
positive for virulence genes. Eight strains (6.3%) had genes for enterotoxins, with four
(3.2%) positive only for LT-I, three (2.4%) positive only for STa and one (0.8%) positive
for both toxins. There were no positives for LT-Il, Stx; or Stx,. When antimicrobial
resistance was analyzed, the most resistant antibiotics were Lincomycin (100%),
Sulfonamide (74.8%), Tetracycline (70.1%), Doxycyclin (66.1%) and Ampicillin (51.2%).
The most sensitive antimicrobials were Norfloxacin (82.7%), Gentamicin (75.6%),
Sulfamethoxazole + Trimethoprim (63%), Enrofloxacin (58.3%), Chloramphenicol
(56.7%) and Streptomycin (53.5%). These results demonstrate that even a healthy
swine could carry E. coli strains with high numbers of antimicrobial resistance and with

genes that encode enterotoxins.

Keywords: swine, Escherichia coli, enterotoxins, antimicrobial resistance
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CAPITULO |

INTRODUCAO

O Género Escherichia, um membro da familia Enterobacteriaceae, € composto
por varias espécies, mas somente a E. coli € um importante patégeno de animais. Pode
ser isolado em uma grande variedade de infeccGes em animais, tendo um papel de
agente primario ou secundario (HIRSH e ZEE, 2003; CARTER e WISE, 2004). Trata-se
de uma bactéria Gram-negativa, na forma de bastonete, que cresce rapidamente em
meios de cultivo simples, incluindo agar MacConkey, onde forma colbénias de coloracdo
réseo-avermelhadas (OLIVEIRA, 2000; GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

Cepas patogénicas de E. coli tém sido associadas a doencas gastrointestinais,
como diarreia e colite hemorragica, além de serem associadas a significantes perdas de
neonatos (DEBROY & MADDOX, 2001). A colibacilose é a maior causa de morte em
leitdes jovens, normalmente sendo causada por cepas enterotoxigénicas de E. coli,
entretanto cepas nao enterotoxigénicas também podem causar a doenca (FRANCIS,
1999). Além de ser o agente da colibacilose, essa bactéria causa a diarreia pos-
desmame em suinos, causando diarreia aquosa, desidratacdo, perda de peso e
algumas vezes a morte de suinos infectados (CHEN et al., 2004).

A chave dos fatores de viruléncia em diarreia sdo as enterotoxinas e adesinas

fimbriais. Bactérias com capacidade de produzir enterotoxinas irdo provocar o0



rompimento da homeostase fluida intestinal e causar hipersecrecéo fluida resultando
em diarreia (ZHANG et al., 2007).

No Brasil, com frequéncia, o diagndstico de colibacilose em leitbes é realizado
somente pelo isolamento bacteriano, sem nenhuma caracterizacdo de patogenicidade,
sendo poucos os estudos realizados sobre a prevaléncia e importancia de diferentes
cepas patogénicas de E. coli (MACEDO et al., 2007). Gracas a disponibilidade da
sequéncia genémica da E. coli, métodos genéticos vém sendo bastante utilizados para
a deteccdo da presenca de fatores de viruléncia. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) tem sido o método mais aceito de deteccao desses fatores (FIALHO, 2008).

A importancia das diarreias na suinocultura se deve pelo fato de haver um maior
desenvolvimento dos produtores de suinos no Brasil, que buscam cada vez mais um
mercado especializado (SIMIONATTO, et al., 2005). O comércio internacional de carne
suina movimenta 5,4 milh6es de toneladas e gera uma receita anual aproximada de
11,9 bilhdes de délares e esta concentrado em cinco paises importadores (Japao,
Russia, México, Coreia do Sul e Hong Kong). Os Estados Unidos, a Unido Europeia, o
Canada, o Brasil e a China sédo responsaveis por 96% das exportacdes mundiais
(ABIPECS, 2009). H& também a preocupacdo com a saude publica pelo risco de
contaminacao da E. coli na producéo, principalmente por linhagens de ETEC e EHEC,
sendo necessarios estudos acerca dessas bactérias (STELLA, 2009).

Mesmo com a importancia das diarreias na suinocultura e a tendéncia a
especializacdo da producédo, ainda sdo escassos no pais os dados de prevaléncia dos
agentes bacterianos envolvidos nos diferentes casos de diarreia em animais de
producdo. Tais dados epidemiolégicos sdo essenciais para identificar e solucionar
problemas sanitarios, considerados uma ferramenta indispensavel para a implantacéo
dos programas de biosseguridade na producéo de suinos (MENIN et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar a existéncia de genes codificadores de
enterotoxinas termolabil-I (LT-I), termolabil-1l (LT-II), termoestavel a (STa) e toxinas de
Shiga 1 (Stx;) e 2 (Stxz) em E. coli isoladas de fezes de suinos higidos de criatorios de
subsisténcia e de granjas comerciais do Distrito Federal, além de caracterizar
bioquimicamente e avaliar o perfil fenotipico de resisténcia antibacteriana dessas

bactérias.



REFERENCIAL TEORICO

Classificacao
Escherichia coli € o microrganismo mais extensivamente estudado, servindo de
modelo para estudos de metabolismo bacteriano, divisdo celular, papel fisiol6gico de
uma bactéria entérica por ser parte da microbiota fecal normal, entre outros. Entretanto,
mesmo com o vasto conhecimento acumulado durante os anos, o estudo da sua
composicdo gendémica completa mostrou que ainda ha a necessidade de estudos
aprofundados sobre este microrganismo (PUENTE e FINLAY, 2001).
E uma bactéria, classificada taxonomicamente, segundo Cavalier-Smith (2004):
o Dominio Prokaryota
o Reino Bacteria
o Subreino Negibacteria
o Filo Proteobacteria
o Classe Gammaproteobacteria
o Ordem Enterobacteriales
o Familia Enterobacteriaceae
o Género Escherichia

o Espécie Escherichia coli

Foi descrita pela primeira vez, sob o nome de Bacterium coli commune em 1885,
pelo pediatra alemdo Theodore Escherich, isolada a partir de fezes de individuos
saudaveis, encontrando-as no colon, dai derivando o nome “coli”. Recebeu o nome de
Escherichia coli em 1919, em uma revisdo de nomenclatura (LEDERBERG, 2004). Em
1983, Yensen relacionou pela primeira vez a E. coli com a disenteria dos bezerros,
isolando-a em 175 de 271 casos estudados (CORREA e CORREA, 1992).

O género Escherichia é composto de varias espécies, sendo as mais conhecidas
a E. coli, E. blatte, E. fergusoni, E. hermanii e E. vulneris, mas somente a E. coli € um
patdgeno importante para os animais (HIRSH e ZEE, 2003; TRABULSI e ALTERTHUM,
2005).



Habitat

Estes microrganismos sao habitantes normais do trato gastrointestinal dos
homens e dos animais, sendo eliminados nas fezes destes e, desta forma, ocasionando
a contaminacdo do ambiente. A colonizacdo do trato intestinal de mamiferos ocorre
logo apOs o0 nascimento por contato com as fontes ambientais de E. coli. Essa bactéria
persiste como membro importante da microbiota normal do intestino por toda a vida de
seu hospedeiro (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

Normalmente causam doenca septicémica em diversos animais, além de uma
diarreia enterotoxigénica em neonatos e doenca do edema em suinos. Pode também
ser oportunista em quase todas as espécies animais, causando infec¢Bes urinarias,

abscessos e pneumonias (HIRSH e ZEE, 2003).

Caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas

Os membros desta espécie sao bastonetes classificados morfotintorialmente
como Gram-negativos, além de serem fermentadores de glicose, lactose e uma ampla
variedade de outros acucares. Sao catalase-positivos, oxidase-negativos, anaerobios
facultativos, ndo formadores de esporos e que reduzem nitrato a nitrito. Podem ser
moveis, possuindo flagelos peritriquios. Crescem bem em meios de cultivo comuns,
como o 4gar sangue a 37°C em 24h, formando col6nias de tamanho meédio (2 a 3 mm),
lisas e brilhantes (QUINN et al., 1994; CARTER e WISE, 2004; QUINN et al., 2005).

Cultivo e identificacdo

No agar MacConkey, devido a sua composi¢cao, as E. coli formam colénias de
coloracado réseo-avermelhada, devido a fermentacdo da lactose, enquanto que no meio
Eosina Azul de Metileno (EMB) as colbnias apresentam-se pretas e com brilho verde
metalico caracteristico devido a precipitacdo da combinacdo dos corantes eosina e
azul-de-metileno. Em meio de cultivo Triplo acucar e ferro (TSI) a cor do meio torna-se
amarela totalmente, devido a fermentacdo de glicose, sacarose e lactose, aclUcares
presentes no meio (QUINN et al.,, 1994; OLIVEIRA, 2000; KONEMAN et al., 2001;
TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).



O teste “IMVIiC” (Indol [+]; VM [+]; VP [-] e Citrato [-]) € um método rapido e
presuntivo de identificar E. coli, pois essa combinacédo de testes auxilia a diferenciacao
de outros membros da Familia Enterobacteriaceae fermentadores de lactose (QUINN et
al., 1994; OLIVEIRA, 2000; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). O teste do Indol, positivo
em 99% das cepas de E. coli, € um dos simples e principais testes para diferenciacao
de outros membros da Familia Enterobacteriaceae (NATARO e KAPER, 1998).

Caracterizacao antigénica

A identificacdo ndo pode ser baseada somente nas caracteristicas bioquimicas,
pois as E. coli ndo causadoras de diarreias normalmente encontradas nas fezes sdo
semelhantes aquelas com capacidade de causar diarreia. Pode-se lancar mao da
classificacdo sorologica, que utiliza anticorpos contra os antigenos da superficie
bacteriana (FIALHO, 2008). Essa classificacdo baseia-se na presenca dos antigenos O
(somético), H (flagelares) e K (capsulares), sendo que os antigenos K ndo sdo mais
rotineiramente determinados, baseando-se a sorotipagem apenas nos antigenos O e H
(GYLES e FAIRBROTHER, 2010). Nem todas as cepas de E. coli apresentam os trés
tipos de antigenos ao mesmo tempo (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Patotipos de E. coli

As cepas de E. coli que produzem diarreia sdo chamadas de diarreiogénicas, e
aguelas produtoras de doencas em pessoas e animais sao divididas em seis principais
patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER et al., 2004; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005), sendo que as trés primeiras possuem maior importancia em
animais (DEBROY e MADDOX, 2001). Essas categorias tém fatores de viruléncia que
as ajudam a causar doenca, por diferentes mecanismos (WEINTRAUB, 2007). Um
diagrama dos patotipos e seus mecanismos de aderéncia resumidos podem ser visto na

Figura 1.
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Figura 1. Diagrama dos patotipos de Escherichia coli patogénicas. a) Escherichia coli
Enteropatogénica (EPEC) aderem aos enterdcitos e entre si através da fimbria BFP (Bundle-forming
pilus) e destroem as microvilosidades, induzindo a leséo caracteristica de ligacéo e esfacelamento e a
formacado de pedestal. O rearranjo do citoesqueleto é acompanhado de uma resposta inflamatéria e
diarreia; b) Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) também induz lesdes de ligacdo e
esfacelamento, diferenciando-se pela producéo da toxina de Shiga (Stx) que € absorvida pelo sistema
causando lesGes nos 6rgdos alvo; c) Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) se aderem aos
enterdcitos através de antigenos de fator de colonizagédo (CFA), induzindo uma diarreia aquosa pela
secrecdo de enterotoxinas termoestaveis (ST), que se ligam nos receptores guanilato-ciclase e
termolabeis (LT), que se ligam nos receptores GM1 e GD1b; d) Escherichia coli Enteroagregativa
(EAEC) se aderem aos enterdcitos através das fimbrias de aderéncia agregativa (AAF) formando um
fino biofilme e produz citotoxinas e enterotoxinas; e) Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC) invadem o
enterdcito, lisam o vacuolo e se multiplicam, inclusive indo a células adjacentes; f) Escherichia coli
Difusamente Aderente (DAEC) se ligam ao enterécito através do receptor F1845 e estimula o
crescimento de projecdes celulares que envolvem a bactéria. (Fonte: Adaptado de KAPER et al.,
2004)



E. coli patogénicas parecem ter evoluido de cepas nado patogénicas que
adquiriram novos fatores de viruléncia por transferéncia horizontal de DNA acessorio,
normalmente organizados em ilhas de patogenicidade (aglomerado de genes que
codificam inGmeras outras caracteristicas de viruléncia) no cromossomo ou no
plasmidio. Sendo assim, a maioria das cepas patogénicas de E. coli ndo possuem uma
origem evolucionaria Unica, mas sim emergiram como resultado de diferentes eventos
de transferéncia de DNA (PUENTE e FINLAY, 2001).

a) Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

EPEC causam diarreia em humanos e em todas as espécies animais,
principalmente coelhos, suinos e caes (STELLA, 2009; GYLES e FAIRBROTHER,
2010). Foi a primeira categoria de E. coli diarreiogénica identificada e sdo divididas em
tipicas e atipicas (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). Provocam leséo caracteristica no
trato intestinal que é descrita como leséo de fixacdo e esfacelamento (A/E, da sigla em
inglés Attaching and Effacing) (HIRSH e ZEE, 2003). A principal caracteristica da lesédo
A/E é a reorganizacao da estrutura do enterdcito, incluindo a destruicdo da borda em
escova e a formacdo de estruturas semelhantes a pedestais, no topo de onde a
bactéria permanece em intimo contato com as células (DEBROY e MADDOX, 2001).

A formacéo da lesdo A/E depende da expressdo de varios genes localizados em
uma regido de 35kb do cromossomo de EPEC denominado Locus of Enterocyte
Effacement (LEE). LEE é considerada uma ilha de patogenicidade porque contém
varios genes associados com viruléncia e ndo é encontrada em cepas de E. coli ndo
patogénicas (KAPER et al., 2004; FIALHO, 2008). As EPEC geralmente exibem um
padrdo de aderéncia dependente da presenca de um plasmidio EAF (EPEC adherence
factor), que contém um grupamento de 13 genes que sdo requeridos tanto para a
expressao da Intimina quanto do BFP (bundle-forming pilus) (NATARO e KAPER,
1998). Esses fatores fazem com que as EPEC ao invés de cobrir uniformemente as
células, se liguem em determinadas areas da superficie celular, formando grumos
compactos, padréo esse conhecido como Aderéncia Localizada (LA) (FIALHO, 2008).

As cepas de EPEC que nédo possuem o plasmidio EAF sdo chamadas de EPEC
atipicas, ou aEPEC. Cepas de aEPEC frequentemente expressam toxina termoestavel-
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1 de E. coli enteroagregativa (EAST-1) e outros potenciais fatores de viruléncia nao
codificados na regido LEE. As aEPEC parecem ser menos virulentas que as EPEC
tipicas (tEPEC), mas mesmo assim possuem importancia em diarreia de humanos
(SOUSA, 2006). O plasmidio EAF nao é essencial para a formacéo de lesbes A/E, mas
aumenta a eficiéncia da formagédo das mesmas (TRABULSI et al., 2002).

O mecanismo pelo qual a EPEC induz a diarreia ndo € bem compreendido. A
perda das microvilosidades de absorcédo na lesdo A/E pode levar a diarreia por ma
absorcéo (Figura 2) (NATARO e KAPER, 1998). Entretanto, o inicio rapido da diarreia
sugere que um mecanismo de secrecdo mais ativo estd envolvido e pode resultar do
efeito da EPEC em mediadores intracelulares de transporte intestinal de ions, como
calcio, inositol, fosfatos e tirosina quinase (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).
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Figura 2. Patogenia de EPEC (Fonte: Adaptado de GYLES e FAIRBROTHER, 2010).



Animais doentes com EPEC normalmente sao descritos como refugos. Eles
normalmente ndo se desenvolvem. A diarreia € normalmente crénica ou mucoide,
diferente daquela aquosa das infec¢cdes por ETEC (DEBROY e MADDOX, 2001). As
EPEC em suinos (pEPEC), sdo associadas a diarreia pés-desmame em leitbes e,
segundo Gyles e Fairbrother (2010), no Canada elas normalmente pertencem ao
sorogrupo O45 ou 0103, tendo também sido descritas na Hungria 40% de isolados
intestinais para o sorotipo O123:H11. Diversos fatores predisponentes, como dietas
ricas em soja e ervilhas ou infeccdo pelo virus PRRS pode predispor a colonizacao
bacteriana e o desenvolvimento de lesdes A/E. Assim, leitbes que ndo mamaram o
colostro sdo mais susceptiveis a infeccdo que aqueles que receberam colostro.

As EPEC podem ser isoladas através de cultura em meios seletivos e o0s
antigenos somaticos e flagelares detectados (FIALHO, 2008). O fendtipo das lesdes
A/E pode ser identificado atraves de cultivo de células HEp-2 ou HelLa e através de
andlise da bidpsia intestinal. Testes moleculares como PCR podem ser usados para
diagnostico de EPEC tendo como alvo a detec¢do do gene eae que codifica a intimina e
marcadores do plasmidio EAF, além de verificar a auséncia de genes que codificam a
toxina Shiga (NATARO e KAPER, 1998), devido ao fato de algumas EHEC também
produzirem lesdes A/E (DEBROY e MADDOX, 2001). A diferenciagdo entre aEPEC e
tEPEC é realizada através da deteccdo do gene bfp, uma vez que este gene esta
presente somente nas cepas de tEPEC (FIALHO, 2008).

b) Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Em 1987 foi proposta a designacdo de E. coli Enterohemorragica para essas
bactérias, mas alguns autores tém preferido denomina-las E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC). Trabulsi e Alterthum (2005) optaram por chama-la de EHEC, pois define
melhor as cepas causadoras de colite hemorragica e suas complicacoes.

EHEC sé&o enteropatdgenos emergentes que causam diarreia aquosa seguida de
diarreia sanguinolenta, conhecida como colite hemorragica. Elas também sao
associadas com casos severos de sindrome hemolitica urémica (HUS) em humanos,
com uma taxa de mortalidade de 5 a 10% (BAHRANI-MOUGEOT e DONNENBERG,

2004). Existem poucos relatos de HUS em cées, mas a associacdo com a EHEC néo foi
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feita. Existem evidencias implicando EHEC em diarreia e disenteria em bezerros e
cordeiros e vasculopatia renal glomerular e cutanea (CRGC) em cédes (GYLES e
FAIRBROTHER, 2010).

O reservatorio desses organismos €é o trato intestinal de bovinos e,
consequentemente, carne mal cozida contaminada € a principal fonte de infec¢éo para
o homem. Leite contaminado, suco, alface, brotos de verdura e fast food também ja
foram identificados como causadores de surtos em humanos (DEBROY e MADDOX,
2001; BAHRANI-MOUGEOT e DONNENBERG, 2004). Outros hospedeiros da EHEC
sdo animais silvestres e domésticos, incluindo ovinos, caprinos, suinos, felinos e caes,
e possivelmente aves, pois este patdgeno € capaz de colonizar o ceco de galinhas e
serem eliminados pelas fezes. As EHEC tornaram-se um grande desafio a saude
publica, pois possuem um alto grau de infectividade para os seres humanos. Sao
capazes de provocar infeccdo mesmo em baixa quantidade no alimento ingerido (10
UFC). O aumento gradativo da ocorréncia de surtos alimentares causados por EHEC
em todo o mundo tem mostrado a importancia da obtencdo de informacfes sobre a
epidemiologia dessa bactéria e de seus reservatorios (PIGATTO, 2008).

Cepas de EHEC pertencem a uma ampla variedade de sorotipos, sendo a
0157:H7 a mais comum e mais bem caracterizada dos mais de 50 sorotipos. Outros
sorotipos também envolvidos em infecgcbes humanas, particularmente surtos de
intoxicacdo alimentar sdo o 026, 0103, 0111, 0113 e 0145 (DEBROY e MADDOX,
2001; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

A doenca € comumente associada com trés principais fatores de viruléncia: a
capacidade de produzir lesbes A/E, como nas EPEC, a producdo de toxinas de Shiga
(Stx) e a presenca de um plasmidio que codifica a hemolisina, chamado pO157
(PUENTE e FINLAY, 2001).

I. Toxinas de Shiga (Stx)

As toxinas de Shiga ou Shiga-like toxins (SLT), também conhecidas como
verotoxinas (VT), recebem esse nome devido a sua toxicidade em células Vero. O
nome shiga-like se deve ao fato de serem proteinas similares a toxina Shiga, produzida

pela Shigella dysenteriae. A Stx; € idéntica a Stx da S. dysenteriae, mas a Stx, possui
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56% de homologia com a Stx;. (HIRSH e ZEE, 2003). Elas sdo compostas de uma
subunidade A e cinco subunidades B. Existem dois tipos de toxinas, a Stx; e Stx..
Variantes dos dois tipos de Stx tém sido identificadas, baseando-se primariamente na
composicdo aminoacida e propriedades biologicas. Diferencas em reservatorios
animais, doengas animais e severidade da doenga em humanos tém sido relacionadas
aos varios tipos de Stx. Stx; tem variantes Stx;c e Stxjg, enquanto a Stx, tem
variedades como StXpe, StXag, Stxze (PUENTE e FINLAY, 2001), Stxys € StXpg. A StXpg €
frequentemente implicada em doenca severa em humanos, enquanto a Stxye €
encontrada quase exclusivamente em cepas causadoras de danos vasculares na
doenca do edema em suinos (GYLES e FAIRBROTHER, 2010). Stx; e Stx, (exceto
Stxze) sd0 codificadas por bacteriéfagos, que sao capazes de transmitir genes stx entre
cepas entéricas de E. coli. Alguns antimicrobianos podem causar a inducao do profago,
gue pode aumentar o namero de copias e a transcricdo do gene stx e aumento na
producéo da toxina (PUENTE e FINLAY, 2001).

Stx se liga ao receptor Gb3 na superficie da célula epitelial ou endotelial do
hospedeiro e é internalizado em uma endocitose mediada por receptor. E ent&o
transportada ao Complexo de Golgi e Reticulo Endoplasméatico rugoso e liberado no
citosol. Um pequeno fragmento da subunidade A retira um residuo de adenina da
molécula do rRNA 28S, o que interrompe a sintese proteica (Figura 3) e provoca morte
celular e, consequentemente uma colite hemorragica (TRABULSI e ALTERTHUM,
2005; GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

A EHEC no ambiente é ingerida, passa através do estdbmago até o intestino,
onde colonizam e produzem Stx. Em EHEC positivas para o LEE, a formacao de lesGes
A/E é o principal aspecto da colonizacao intestinal (Figura 4). Quantidades diferentes de
toxina sdo absorvidas na circulacdo e causam dano vascular em 6rgaos alvo (GYLES e
FAIRBROTHER, 2010). A diarreia observada € mucoide, algumas vezes hemorragica e
difere daquela diarreia aquosa causada por cepas de ETEC. A diarreia é raramente
fatal, mas normalmente recorrente apesar do tratamento, resultando em desidratagéo,
fraqueza e atraso no desenvolvimento (DEBROY e MADDOX, 2001).
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Figura 3. Acdo da toxina de Shiga (Stx). Ocorre a ligacdo da toxina ao receptor GB3, sendo
internalizada. A vesicula passa através do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico rugoso, onde
a subunidade Al é liberada. Essa subunidade ira se ligar a subunidade 28S do ribossomo e inibir a
sintese proteica, ocasionando a morte celular (Fonte: TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

A doenca do edema é uma toxemia que geralmente ocorre entre uma e duas
semanas apés o desmame em suinos de crescimento rapido. A etiologia da doenca é
complexa, com alteracdes nutricionais e ambientais e com outros fatores estressantes
contribuindo para o seu desenvolvimento. Um ndmero limitado de sorotipos de E. coli
hemolitico tem sido isolado a partir do trato intestinal em casos da doenca. Essas
linhagens n&o-invasivas proliferam-se no trato intestinal e produzem uma verotoxina
(Stxee) que € absorvida pela corrente sanguinea, lesando células endoteliais com

consequente edema perivascular (QUINN et al., 2005).
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Sorogrupos mais comumente incriminados na doenca do edema sé&o o 0139 e
menos frequentemente o 0138 e 0O141. Outros grupos O também relacionados a
doenca ou possuindo o gene stx2e incluem os grupos 02, 09, 0101, 0107, 0120,
0121, 0125, 0147, 0149, 0154 e 0157 (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).
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Figura 4. Patogenia da EHEC na doenc¢a do edema dos suinos (Fonte: Adaptado de GYLES e
FAIRBROTHER, 2010).

Um dos primeiros testes desenvolvidos para o diagnostico de EHEC foi a
utilizacdo do MacConkey sorbitol (SMAC), baseado na inabilidade do sorotipo O157:H7
em utilizar o sorbitol, mas caindo em desuso devido a existirem outros sorotipos de
EHEC que fermentam o sorbitol. O ensaio da toxicidade de células Vero para avaliar o
efeito citopatico da Stx € um meétodo de referéncia, porém ndo é pratico para rotina
laboratorial. A PCR é a metodologia atualmente recomendada para detec¢édo das EHEC
devido a sua especificidade, sensibilidade e rapidez em comparacdo aos metodos
tradicionais (PATON e PATON, 1998). PCR multiplex tem sido utilizada para detectar
EHEC, com diversos relatos publicados na deteccéo de genes como stx1, stx2, eae e
hlyA (DEBROY e MADDOX, 2001).
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c) Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

As ETEC s&o as causas mais comuns de diarreia em animais de producao
(GYLES e FAIRBROTHER, 2010), e a principal causadora de doenca e morte em
leitbes recém-nascidos e no pdés desmame. Leitbes com aproximadamente oito
semanas, sdo0 aparentemente resistentes. Essa resisténcia pode ser devida a
diminuicdo de receptores para as enterotoxinas com o aumento da idade. Entretanto,
alguns estudos tém demonstrado que animais mais velhos possuem receptores para
determinadas enterotoxinas de ETEC (FRANCIS, 1999). Tém importancia também na
medicina humana como causadora da “diarreia dos viajantes” nas regides subtropicais,
quando pessoas oriundas de paises desenvolvidos visitam paises em desenvolvimento,
endémicos para ETEC (BAHRANI-MOUGEOT e DONNENBERG, 2004; STELLA,
2009). Cepas de ETEC causadoras de diarreia em suinos possuem dois tipos de
fatores de viruléncia, enterotoxinas e adesinas, sendo cada um essencial para que a
doenca ocorra (FRANCIS, 1999).

. Enterotoxinas

As enterotoxinas sdo proteinas codificadas por plasmidios e ocorrem sob duas
formas: uma toxina estavel (ST) ou termoestavel, que € uma proteina pouco
imunogénica e resistente a 100°C por 15 minutos, e uma toxina labil (LT) ou termolabil,
gque é uma proteina altamente imunogénica, grande (aproximadamente 84 kDa),
antigenicamente relacionada com a toxina colérica, sendo inativada a 60°C em 15
minutos. A toxina termoestavel possui trés subgrupos, STa (ou ST-I), STb (ou ST-II) e
toxina termoestavel 1 de E. coli enteroagregativa (EAST-1), enquanto a toxina
termolabil possui dois subgrupos, LT-1 e LT-1l. As enterotoxinas ndo produzem lesdes
patolégicas ou alteracdes morfolégicas nas células epiteliais, mas promovem o acumulo
de 4gua no lumen intestinal, o que leva a diarreia (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

a) Toxina Termoestavel (ST)

A STa é uma pequena molécula de 2 kDa, pouco imunogénica. Ela é ativa em
filhotes de camundongos e leitbes, mas é menos ativa em suinos mais velhos,

possivelmente por uma diminuicdo gradual na concentracdo dos receptores (GYLES e
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FAIRBROTHER, 2010). O receptor de STa € um guanilato ciclase ligado a membrana.
Esse receptor, quando ligado, resulta na sintese de guanosina-monofosfato ciclico
(GMPc) e o seu aumento intracelular provoca abertura dos canais de cloreto com
consequente perda de cloreto e agua para o lumen intestinal subsequente a bloqueio
de absorcdo de ions sodio e cloreto, e assim de agua, nas células do topo das
vilosidades e perda de ions cloreto nas células da cripta (Figura 5). Os efeitos da STa
sao reversiveis (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; QUINN et al., 2005).

A STb é um peptideo formado por 48 aminoacidos de 5 kDa e que nao esta
relacionado a STa na composicdo e atividade bioldgica. O receptor para STb nas
células intestinais foi identificado como um sulfatidio. A STb ndo altera os niveis de
GMPc ou de adenosina-monofosfato ciclico (AMPc) nas células mucosas, diferente da
STa e LT. A ligacdo da STb no receptor leva a um aumento no Ca®" na célula, que por
sua vez a sintese de prostaglandina E; e 5-hidroxitriptamina, induzindo a secrecdo no
duodeno e jejuno de agua e eletrélitos, por um mecanismo ainda nédo conhecido. ETEC
produtoras de STb sdo comumente associadas com suinos e a maioria das ETEC
isoladas de suinos produz STb (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

A EAST-1 € um peptideo de 38 aminoacidos de 4,1 kDa. E diferente da STa e
STb, mas que compartilha 50% de homologia com STa, e aparentemente interage com
o receptor da STa, guanilato ciclase, induzindo um aumento no GMPc. Propde-se que o
mecanismo da EAST-1 seja idéntico ao da STa, mas o papel da EAST-1 no
desenvolvimento de diarreia ainda precisa ser definido. E codificada pelo gene astA,
gue é carreado em uma grande variedade de sorotipos de E. coli, mas parece ser
quase sempre presente em sorogrupos 0149 de ETEC de suinos (HIRSH e ZEE, 2003;
GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

b) Toxina Termolabil (LT)
A LT-1 é neutralizada por anticorpos antitoxina colérica, 0 que ndo ocorre com a
LT- (HIRSH e ZEE, 2003). A LT-lI consiste de cinco subunidades periféricas

(subunidades B) e uma central (subunidade A). As subunidades B fixam a toxina aos

gangliosideos GM1 e GD1b da superficie da célula epitelial e a subunidade A altera o

metabolismo celular. Uma vez produzida pela E. coli e fixada ao enterdcito pelas
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subunidades B, a subunidade A penetra na célula, ativando a adenil-ciclase,
provocando o aumento de AMPc, que por sua vez, determina o blogueio da absorcao
de sodio pelas células apicais da mucosa, estimulando a secrecdo de potassio e
carbonato pelas células da cripta (Figura 5). Em consequéncia dessas alteracdes
ocorrerd aumento da quantidade de liquido na luz intestinal e consequentemente,
diarreia (KAPER et al., 2004; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

ETEC

Enterotoxinas

®7

-

SNBEE

GM1 Guanilato :
ciclase

GTP GMPc NaCl

Proteina Gs J
N

Figura 5. Acéo das toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST). A LT se liga ao receptor GM1 e é

internalizada. A subunidade Al atua na proteina Gs ativada e promove a quebra de adenosina tri-fosfato
(ATP) em adenosina monofosfato ciclica (AMPc), que por sua vez ativa a quinase A que ira promover
uma secrecdo de CI e diminuir a absorcdo de Na’, que ird promover perda de &gua para o limen
intestinal e diarreia. A ST tem como receptor um guanilato ciclase, cuja ativagdo promove a quebra de
guanosina tri-fosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que ird ativar a quinase A, com

consequéncias semelhantes a LT. (Fonte: TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).
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Muitas linhagens de E. coli enterotoxigénicas (ETEC) de suinos produzem LT-I,
enquanto a LT-Il tem sido demonstrada em algumas linhagens de ETEC isoladas de
bovinos e bufalos aquéaticos. A maioria dos isolados de ETEC que produzem LTI,
também possuem adesinas K88 (QUINN et al., 2005).

II. Adesinas

Para causar diarreia, as cepas de ETEC devem primeiro aderir aos enterécitos
do intestino delgado, o que é mediado por uma ou mais adesinas, chamadas de CFA
(antigenos de fator de colonizacdo) (KAPER et al., 2004). Os genes das CFAs
normalmente séo codificados em plasmidios que também codificam as enterotoxinas
ST e LT (NATARO e KAPER, 1998).

As adesinas, também conhecidas como fimbrias sdo grandes agregados de
subunidades proteicas arranjadas em filamentos que mediam a aderéncia a células alvo
no trato gastrintestinal e s&@o altamente imunogénicas. Devido a sua relativa
hidrofobicidade, as adesinas podem também promover associacdo com a membrana
dos macrofagos. E um importante fator de viruléncia, quando o microrganismo se
encontra em superficies mucosas. E. coli produzem diferentes tipos de adesinas, a
maioria ligadas a cepas associadas com doencas especificas. A maioria das ETEC
possui adesinas, que incluem a K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6), F41, F17, F18, F42 e
F165, sendo que as quatro primeiras sdo as de maior significado nas doencas animais,
segundo Quinn et al. (2005). A K88 tem o gene responsavel pela sua expressao,
geralmente, localizado no mesmo plasmidio que alberga o gene determinante da
hemdlise, por isso grande parte das cepas que possuem essa fimbria apresentam-se
hemolitica em placas de agar sangue (SOBESTIANSKY et al., 1999). As fimbrias,
assim como as enterotoxinas de amostras animais de ETEC geralmente sao
codificadas por plasmidios, entretanto, a F41 € cromossomal (DEBROY e MADDOX,
2001; QUINN et al., 2005).

ETEC causam uma diarreia aquosa, variando em severidade de uma diarreia
branda e autolimitante até uma severa e profusa, semelhante a célera. As fezes, na
maioria das vezes, ndo apresentam muco, sangue, pus e a doenca néo produz febre
nem vomito (PUENTE e FINLAY, 2001).
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Normalmente causam diarreia neonatal em animais e podem levar a bacteremia
terminal se ndo rapidamente tratada com fluidos, eletrdlitos e antimicrobianos. A
apresentacao tipica inclui fezes amarelas a branco-acinzentadas durante a primeira
semana de vida. Protecdo passiva com colostro tem tido sucesso na prevencdo das
infeccdes de ETEC carreadoras de tipos classicos de fimbrias (K88, K99, 987P e F41).
Cepas de ETEC normalmente causam doenca em leitdes com idade entre trés e seis
semanas apdés o desmame, quando a imunidade do colostro comeca a diminuir
(FRANCIS, 1999).

Leitdes recém-nascidos ingerem ETEC do ambiente, principalmente da glandula
mamadaria da porca ou na baia da maternidade (Figura 6). Essas ETEC se originam das
fezes de outros leitdes com diarreia por ETEC, leitGes assintomaticos carreadores ou da
matriz. Fatores que promovem o desenvolvimento de diarreia incluem pouca higiene,
desinfeccdo inadequada, temperatura ambiental abaixo de 25°C e excessiva corrente
de ar. Esses fatores levam a um aumento gradual de E. coli patogénicas no meio
ambiente ou reduzem o peristaltismo atrasando a passagem da bactéria e anticorpos
de protecdo através do intestino (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).
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Figura 6. Patogenia da ETEC (Fonte: Adaptado de GYLES e FAIRBROTHER, 2010).
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O diagnéstico das infecgdes causadas por ETEC é diversificado. A necropsia néo
sdo observadas lesfGes além daquelas associadas a desidratacédo e algumas vezes uma
leve & moderada hiperemia intestinal. Exames histologicos do intestino delgado revelam
bastonetes aderentes multifocais ou difusos na superficie da vilosidade. Coloracéo de
Gram de imprint do ileo revela um grande nimero de bastonetes Gram-negativos, com
pouca presenca de outros organismos presentes e uma grande quantidade de E. coli
podendo ser cultivada desses tecidos, podendo ser hemolitica ou ndo hemolitica,
apesar de alguns autores afirmarem que somente ETEC hemoliticas colonizam leitbes
desmamados (FRANCIS, 1999).

A andlise genotipica pela PCR permite identificar genes para fatores de
viruléncia de ETEC, como K88, K99, 987P, F18 e F41. E possivel também identificar
presenca de genes para as toxinas LT-I, LT-Il, STa e STb (FRANCIS, 1999). Pode ser
utilizada também a técnica de PCR multiplex, que permite a pesquisa de diferentes
alvos de amplificacdo de DNA, com a utilizacdo de diferentes primers em uma mesma

reacdo, o que reduz sensivelmente os custos do teste (MACEDO et al., 2007).

d) Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

As EAEC sdao definidas como cepas de E. coli que ndo secretam toxina LT nem
ST e que aderem a células HEp-2 através do padrao autoagregativo, onde as bactérias
aderem uma a outra adquirindo uma configuracdo em tijolos empilhados (NATARO e
KAPER, 1998). Essa adesdo se da em virtude de uma estrutura fimbrial conhecida
como Fimbria de Aderéncia Agregativa (AAF) (KAPER et al., 2004).

Vérios potenciais fatores de viruléncia foram descritos para esta categoria, mas a
patogénese da diarreia causada pela EAEC ainda permanece desconhecida. Entre as
toxinas descritas, as mais bem caracterizadas compreendem a EAST-1, relacionada a
ST das ETEC, a plasmid-encoded toxin (Pet), uma serina-protease que degrada
espectrina e induz rompimento do esqueleto da membrana celular, com alteracbes na
rede de actina do citoesqueleto (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005), além da ShET1
(Enterotoxina Shigella 1) e a Pic (Protein involved in intestinal colonization), que sao
toxinas codificadas pelo mesmo locus cromossomal, mas em sentidos opostos
(FIALHO, 2008).
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EAEC sdo cada vez mais reconhecidas como causadora de diarreia aguda
persistente em criangas e adultos, tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento (KAPER et al., 2004). A diarreia é aquosa secretOria, normalmente
mucoide. Causa febre baixa, mas sem vomito. Grosseiramente fezes sanguinolentas
podem ocorrer, embora na maioria dos casos elas ndo acontecam (PUENTE e FINLAY,
2001). Elas produzem a formacado de um biofilme mucoso, que pode aglomerar e
proteger a bactéria, levando a uma colonizacdo persistente e diarreia (BAHRANI-
MOUGEOT e DONNENBERG, 2004).

O diagnéstico de EAEC pode ser realizado pelo teste de aderéncia a células
HEp-2 ou através da deteccdo de genes responsaveis pela aderéncia agregativa
(NATARO e KAPER, 1998). A PCR para detectar o plasmidio de viruléncia pAA
(plasmidio de aderéncia agregativa) também tem sido utilizada como método para o
diagnéstico de EAEC (FIALHO, 2008).

e) Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

EIEC sdo relacionadas intimamente a Shigella spp nas caracteristicas
bioguimicas e soroldgicas, mecanismos de patogenicidade e determinantes virulentos.
Séo identificadas como E. coli, através do perfil bioquimico e diferenciadas de outras
cepas de E. coli baseando-se nas caracteristicas genotipicas e fenotipicas de Shigella
spp (BAHRANI-MOUGEOT e DONNENBERG, 2004, KAPER et al., 2004). Quase tudo
0 que se sabe sobre mecanismos de viruléncia de EIEC é baseado na extrapolacao
daquilo estudado em Shigella (PUENTE e FINLAY, 2001).

A invasdo é o principal mecanismo de viruléncia da EIEC, onde ocorre a
penetracdo em células epiteliais seguida da lise do vacuolo endocitico, multiplicacado
intracelular, movimento direcional no citoplasma e invasao das células adjacentes, com
morte celular por apoptose, caso seja um macrofago (KAPER et al.,, 2004). Esta
caracteristica depende da expressao de varios genes que sao ativados em resposta a
sinais do microambiente e codificados por um plasmidio de invasdo denominado pinv,
presente em Shigella e EIEC (FIALHO, 2008).

Elas causam uma diarreia aquosa, indistinguivel daquela causada por ETEC e

outros patotipos. Somente uma minoria desenvolve uma disenteria, com muco, sangue
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e pus nas fezes, junto com febre e colicas abdominais severas. Os sintomas se
assemelham a doenca causada pela Shigella spp. a maioria dos estudos
epidemioldgicos relata a presenca de EIEC em surtos, e estes sdo, usualmente
transmitidos pela agua e alimentos. (NATARO e KAPER, 1998; PUENTE e FINLAY,
2001).

Diferenciar EIEC de Shigella spp e outras cepas de E. coli, incluindo as nédo
patogénicas é um dos desafios do diagndéstico. Como Shigella spp, a maioria das cepas
de EIEC é imdvel, exceto o sorotipo 0124:H30, ndo descarboxilam o aminoéacido lisina.
As poucas propriedades bioquimicas que diferenciam essas bactérias incluem a L-
serina e D-xilose e/ou mucato e acetato. EIEC pode ser positiva para um ou mais
desses testes, enquanto a Shigella geralmente é negativa. Um numero reduzido de
antigenos O sdo encontrados em EIEC, incluindo: 028, 29, 112ac, 121, 135, 136, 143,
144, 152, 159, 164, 167, 163 e 0124, podendo estar associado ao antigeno H7 e H30
(0124:H7 e 0O124:H30). A identificagdo também pode ser realizada utilizando cultivo
celular e verificando o padrdo de invasdo em células HEp-2 ou Hela, e ainda através

da deteccédo de genes associados com invasao tais como ipaH e ial (FIALHO, 2008).

f) Escherichia coli Difusamente Aderente (DAEC)

Cepas de E. coli que mostram um padréo difuso de aderéncia (DA) em cultivo de
células HEp-2, no qual as bactérias se distribuem uniformemente sobre toda a
superficie celular sdo conhecidas como E. coli difusamente aderentes. Com a
caracterizacdo das EAEC, DAEC acabou sendo reconhecida como uma classe
separada de E. coli, embora pouco se saiba sobre seus mecanismos de viruléncia e
sua associacdo com diarreia permanece controversa (NATARO e KAPER, 1998;
PUENTE e FINLAY, 2001).

As DAEC induzem um efeito citopatico caracterizado por lesbes nas
microvilosidades e desenvolvimento de extensdes celulares longas, as quais envolvem
a bactéria aderente. O padrdo difuso de aderéncia tem sido associado com quatro
diferentes adesinas, enquanto toxinas néo foram descritas. A F1845 é uma das fimbrias
mais importantes desses microrganismos, presente na cepa C1845 e é responsavel

pelo feno6tipo DA das DAEC. O gene que codifica a F1845 é o daaE e esta presente
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tanto no cromossomo da bactéria quanto em plasmidio. Essa fimbria utiliza uma
proteina ancorada na superficie celular chamada DAF (decay-acceleration factor) como
receptor (PUENTE e FINLAY, 2001; FIALHO, 2008).

DAEC podem ser identificadas através de ensaios de cultivo celular, onde se
observa a presenca de um padrao difuso de aderéncia, além de PCR para deteccédo de
genes de viruléncia (FIALHO, 2008).

Outros fatores de viruléncia

Cepas patogénicas de E. coli possuem ainda outros produtos de interesse
médico, como a hemolisina, endotoxina, fator citotoxico necrosante, sideréforos e
presenca de capsula. (HIRSH e ZEE, 2003; QUINN et al., 2005).

A alfa-hemolisina (Hly) é secretada por muitas cepas virulentas de E. coli, e a
perda ou ganho do gene hly por manipulacdo genética produz mudancas na viruléncia
dessas bactérias. A producdo de hemolisina é frequentemente uma caracteristica de
linhagens de E. coli isoladas a partir de suinos com doenca do edema e diarreia
(HIRSH e ZEE, 2003).

Embora seu papel na patogenia ndo esteja muito bem definido, Puente e Finlay
(2001) sugerem que a Hly pode estimular o crescimento bacteriano no intestino pela
liberacdo da hemoglobina das hemacias, providenciando assim uma fonte de ferro.
Entretanto outros autores, como Quinn et al. (2005), sugerem que embora
frequentemente seja um marcador Util da viruléncia em certas linhagens de E. coli,
parece ndo contribuir de forma direta para sua viruléncia, mas esta estreitamente ligada
a expressao de outros fatores de viruléncia.

A endotoxina, componente lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de
microrganismos Gram-negativos é liberada quando as bactérias morrem. E composta
de uma molécula de lipideo A, nucleo polissacaridico e cadeias laterais especificas. O
papel do LPS na producdo da doenca inclui atividade pirogénica, lesdo endotelial,
levando a coagulacao intravascular disseminada e choque endotoxico. Esses efeitos
séo de grande importancia na doenca septicémica (QUINN et al., 2005).

O Fator Citotéxico Necrosante (CNF, da sigla em inglés Cytotoxin Necrotizing

Factor) é uma proteina que interage com outra proteina Rho ligada a GTP da célula
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epitelial, resultando em profundas mudancas no citoesqueleto dessas células, incluindo
reorganizagdo da actina e pregueamento da membrana. Existem dois tipos de CNF,
CNF1 e CNF2 que sédo imunologicamente relacionados e de tamanhos similares. O
gene que codifica CNF1 esta localizado no cromossomo, na llha de patogenicidade,
enquanto o gene que codifica CNF2 encontra-se no plasmidio (PUENTE e FINLAY,
2001; HIRSH e ZEE, 2003).

Os sideroforos (palavra grega para “carreador de ferro”) sdo moléculas de
ligacdo com o ferro, como a aerobactina e a enterobactina e sao sintetizados por certas
linhagens patogénicas de E. coli. Quando a disponibilidade de ferro é baixa nos tecidos,
essas moléculas de ligacdo com o ferro podem contribuir para a sobrevivéncia
bacteriana (QUINN et al., 2005).

Polissacarideos capsulares (antigenos K) sdo importantes para microrganismos
que entram em contato com elementos do sistema imune inato do hospedeiro.
Substéncias capsulares protegem a membrana externa do complexo de ataque a
membrana da cascata do sistema complemento e impede a ligacdo e fagocitose do
microrganismo pelas células do sistema mononuclear fagocitario. A maioria das
capsulas é carregada negativamente, assim como a membrana dos macréfagos
(HIRSH e ZEE, 2003).

A suinocultura

A carne suina é a proteina mais consumida no mundo, sendo o Brasil o quarto
maior produtor mundial de suinos (ABIPECS, 2009), com um rebanho de
aproximadamente 37 milhfes cabecas, ficando atras apenas da China, Unido Europeia
e Estados Unidos. O Centro Oeste € responsavel por 11,7% do rebanho suino brasileiro
(aproximadamente 4,3 milhdes de cabecas), enquanto o Distrito Federal possui 119 mil
cabecas (IBGE, 2008).

A atividade suinicola tem apresentado, em nivel internacional, uma tendéncia de
concentracdo e especializagdo caracterizando-se pela producdo cada vez mais
eficiente, praticada por um namero cada vez menor de produtores (SIMIONATTO et al.,
2005).

23



O principal destaque dos ultimos anos € o desempenho das vendas externas
brasileiras, que em dez anos ampliaram sua participagdo nas exportagcdes mundiais de
4% para 11%, superando as barreiras sanitarias, o aumento dos subsidios europeus e
0 crescimento da concorréncia internacional. A producdo brasileira aumentou 21,8%
nos ultimos cinco anos, acompanhando o comportamento da demanda interna e a
crescente participacdo no mercado mundial. Nesse periodo, a producdo industrial de
suinos foi a que mais se ampliou (36,7%), enquanto a producdo de subsisténcia
registrou queda de 34,1%, indicando que a atividade suinicola no pais esta em rapido
processo de profissionalizagao (ABIPECS, 2009).

Entre 2004 e 2009, os abates sob o Servigo de Inspecao Federal (SIF) passaram
de 77,7% para 83,1% dos abates totais, confirmando o avan¢co das garantias dadas a
carne suina brasileira. No periodo, a producdo destinada ao autoconsumo
(subsisténcia) caiu 17,6%. Com esta reduc¢do, 0s riscos sanitarios também se reduziram
(ABIPECS, 2009).

Infeccdes entéricas em suinos

Infeccdes entéricas sdo causadas por uma variedade de microrganismos,
incluindo bactérias como Shigella, Salmonella, Campylobacter e E. coli enteroinvasivas,
que causam infeccBes inflamatérias, e bactérias do género Vibrio e E. coli
enterotoxigénicas, que causam uma infeccdo nao-inflamatéria (BAHRANI-MOUGEOT e
DONNENBERG, 2004).

As infecgbes bacterianas entéricas em suinos tém importancia crescente e sédo
frequentemente observadas em diferentes faixas etarias, provocando um grande
impacto para industria de suinos em todo o mundo (MENIN et al., 2008). As diarreias
constituem um fator limitante da producédo suina, e afetam animais em todas as fases
de crescimento, provocando atraso no desenvolvimento e até a morte dos animais
(SIMIONATTO et al., 2005).

Em suinos, as principais bactérias associadas a patogénese das enterites sdo E.
coli, Clostridium perfringens (Tipos A e C), C. difficile, Salmonella spp, Brachyspira
hyodysenteriae, B. pilosicoli, Lawsonia intracellularis, Yersinia spp e Campylobacter spp
(MENIN et al., 2008).
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As infecgbes entéricas podem levar a altas taxas de mortalidade e morbidade,
entretanto, as maiores perdas estédo relacionadas a sequelas no trato gastrointestinal.
Estas lesdes podem ser permanentes ou transitorias, resultando em expressivo atraso
no crescimento, reducéo da eficiéncia alimentar e custo com tratamentos e alimentacao
adicionais, respondendo por 60% dos gastos com antimicrobianos na suinocultura
moderna (MENIN et al., 2008).

Infeccdes entéricas em suinos por E. coli

A colibacilose € a principal causa de doenca e morte em leitdes recém-nascidos
e pos-desmame. A doenca é normalmente causada por cepas enterotoxigénicas de E.
coli, embora as ndo enterotoxigénicas também possam ocasionar a doenga (FRANCIS,

1999). As colibaciloses suinas podem ser divididas em quatro tipos:

a) Colibacilose neonatal

A colibacilose neonatal € uma infeccéo intestinal que acomete leitdes no periodo
neonatal, com um quadro severo de diarreia, com curso quase sempre fatal. A
manifestacdo e o curso da doenca sdo muito influenciados pela higiene, manejo,
condicionamento ambiental e grau imunitéario da porca (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Manchas de fezes normalmente estdo presentes no perineo dos leitbes, e a
cauda fica suja e caida devido ao tonus reduzido. A temperatura do leitdo é normal ou
levemente baixa e fezes diarreicas sdo visualizadas em toda a baia. Frequentemente a
leitegada inteira estd afetada e, com o progresso da doenca, leitdes recusam-se a
mamar ou até tentam mamar, mas estdo muito fracos para chegar ao Ubere da porca.
Eles podem se tornar progressivamente fracos e hipotérmicos, hipoglicémicos e
desidratados. Leitdes podem morrer de colibacilose entérica em até 24 horas ap0s o
nascimento. (QUINN et al., 2005; JACKSON e COCKCROFT, 2007).

b) Colibacilose da terceira semana

A epidemiologia ndo esta muito bem definida. Pode ser resultado de uma

leitegada mais velha exposta a fezes diarreicas de leitdes mais jovens. A imunidade dos
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mais velhos pode estar baixa, ocorrendo 0s sinais clinicos. Varias leitegadas podem ser
afetadas, e o problema persistir por algum tempo (JACKSON e COCKCROFT, 2007).

Pode estar associada a outros fatores infecciosos, de manejo e/ou nutricionais.
No caso de raclOes de baixa digestibilidade, a ingestdo pode gerar um substrato nao
digerido no intestino delgado funcionando como meio de cultivo para a multiplicacdo da
E. coli. O fornecimento de racées em cochos sujos ou ingestdo de racdes fermentadas
podem facilitar a multiplicacdo desse agente (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Normalmente caracteriza-se por um comeco subito de diarreia pastosa a
cremosa de coloracdo amarelo-palida a cinza, com sintomatologia mais branda que a
da colibacilose neonatal, apresentando uma temperatura normal a levemente baixa.
Normalmente a baia encontra-se suja com diarreia fétida, e os leitdes doentes
encontram-se sujos. Um numero variavel de leitdes é afetado em cada leitegada,
podendo ocorrer morte subita, mas geralmente a mortalidade costuma ser baixa, com
alguns animais desenvolvendo uma diarreia cronica ou uma doenga moderada
(SOBESTIANSKY et al., 1999; JACKSON e COCKCROFT, 2007).

c) Diarreia pés-desmame

A diarreia p6s-desmame causada por E. coli € economicamente uma das mais
importantes doencas na industria de suinos (ZHANG et al., 2007). E uma doenca
comum, ultrapassando a doenca do edema como principal causa de doencas do pos-
desmame em determinados lugares (JACKSON e COCKCROFT, 2007).

A diarreia pés-desmame dos leitdes ocorre dentro de uma ou duas semanas
apos o desmame, frequentemente apds alteracdes no regime alimentar ou no manejo e
com possivel envolvimento com um rotavirus. A maioria dos surtos esta associada a
linhagens de ETEC e ocasionalmente EHEC. Sinais clinicos variam de uma doenca
afebril com inapeténcia até diarreia em casos severos. Diarreia e manchas
avermelhadas em areas da pele sdo observadas com frequéncia (QUINN et al., 2005).
Os flancos ficam pregueados e o leitdo fica desidratado e magro. Os olhos ficam
severamente fundos e as fezes sdo aquosas, cinza-esverdeadas e com odor fétido. A
cauda fica ereta, fria e suja. Alguns animais podem morrer subitamente (JACKSON e
COCKCROFT, 2007).
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d) Doenca do edema

A doenca do edema € provavelmente menos comum que a diarreia poés-
desmame, mas a incidéncia dessa doenca estd em crescimento em grupos
prematuramente desmamados. Fatores predisponentes incluem excesso de
alimentacdo, mudanca subita da dieta e perda subita do leite materno. Esses fatores
favorecem o estabelecimento do agente causador no trato intestinal (JACKSON e
COCKCROFT, 2007).

O inicio da doenca do edema é rapido, com alguns animais sendo encontrados
mortos e sem sinais clinicos. A doenca é caracterizada por edema cutaneo e
subcutédneo causado por sorotipos hemoliticos como o 0139 e 0141. Sinais
caracteristicos incluem paresia posterior, tremores musculares, e edema de palpebras e
da face. O grunhido pode ser rouco devido ao edema de laringe e as fezes geralmente
apresentam-se firmes. Paralisia flacida normalmente precede a morte. Aqueles que se
recuperam tém, com frequéncia, disfuncdo neuroldgica residual, justificada pelo edema
perivascular no sistema nervoso central. As taxas de mortalidade variam entre 30 e
90% (CARTER e WISE, 2004; QUINN et al., 2005).

Antibiograma e resisténcia antimicrobiana

O antibiético ndo deve ser usado no lugar de outros métodos de diminuicdo do
risco de doenca. Fatores como nutricdo, ambiente, higiene, manejo e vacinacdo devem
sempre ser levados em conta. (JACKSON e COCKCROFT, 2007).

A susceptibilidade antimicrobiana pode ser definida qualitativamente como
Sensivel (S), que indica que a dose padrdo do antibiético deve ser apropriada para
tratar a infeccdo pela cepa isolada; Resistente (R), que indica que a infeccdo causada
pela cepa testada ndo devera responder ao agente antimicrobiano; e Intermediario (1),
onde as cepas sdao moderadamente susceptiveis ou moderadamente resistentes e
indica que a cepa pode ser inibida por altas doses do antibiético ou em locais onde o
agente antimicrobiano se concentra, como a urina, por exemplo (COLLINS et al., 2004).

Testes de difusdo em disco, que sao discos de papel contendo quantidades
conhecidas de antibidticos e que séo aplicados a placas inoculadas com o
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microrganismo testado, ainda sdo os métodos mais amplamente utilizados na rotina de
laboratorios clinicos. Eles séo relativamente baratos, tecnicamente diretos e confiaveis
se corretamente padronizados (COLLINS et al., 2004).

Todo produto de origem animal deve ser livre de residuos de antibidticos,
bactérias zoondticas resistentes e bactérias resistentes que possam transferir essa
resisténcia a bactérias do ser humano (JACKSON e COCKCROFT, 2007).

O uso exacerbado de antibidticos na producédo animal e na medicina humana
pode facilitar a disseminacéo de genes de resisténcia antimicrobiana entre a populacao
de bactérias (FRATAMICO et al., 2008), além de aumentar a chance da presenca de
residuos de antibiéticos nos produtos de origem animal, e a sérios riscos a saude
publica (MENIN et al., 2008).

O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos pode ser visto como um
problema global na ecologia genética microbiana. E um problema muito complexo de se
resolver devido a escala geogréfica, a variedade de fatores do meio ambiente e ao
enorme numero e diversidade de participantes microbianos. A resposta dos
microrganismos a ameaca de extincdo tém sido encontrar rotas evolucionarias
genéticas e bioquimicas que levem ao desenvolvimento de resisténcia ao
antimicrobiano utilizado (BAHRANI-MOUGEOT e DONNENBERG, 2004).

Quanto ao uso de antimicrobianos, cepas de E. coli usualmente sdo sensiveis a
gentamicina, amicacina, trimetoprim, sulfazotrim e ceftiofur, e resistentes a tetraciclina,

estreptomicina, sulfonamidas, ampicilina e kanamicina (HIRSH e ZEE, 2003).

Identificac&o das Escherichia coli patogénicas

A identificacdo de infeccbes por E. coli patogénicas é confusa, pois muitos
desses organismos existem como constituintes entéricos normais e podem ser
encontradas na microbiota de animais clinicamente saudaveis (GREENE, 2006).

A idade, os sinais clinicos e a duracdo da doenca podem sugerir 0 tipo de
infeccdo e a categoria da doenca. Amostras adequadas para identificacdo de E. coli
causadoras de diarreias incluem material fecal de animais diarreicos. Essas amostras
sdo levadas ao laboratério e cultivadas aerobicamente em &gar sangue e agar

MacConkey por 24 a 48 horas a 37°C. Testes bioquimicos devem ser feitos para
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identificacdo das Escherichia coli (QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2005). O SMAC
pode ser utilizado para diferenciacdo das cepas de EHEC frente & outros patotipos
(FIALHO, 2008).

Entretanto, somente o isolamento de E. coli a partir de amostras de fezes e
conteldo intestinal ndo é suficiente para o diagndstico da enfermidade. Nesse sentido,
as técnicas de sorotipificacdo, ELISA, imunofluorescéncia (IF) e PCR podem ser
empregadas para a biotipificacdo de adesinas e toxinas (COSTA et al., 2006).

A diferenciacdo de E. coli em sorotipos é importante para diferenciar cepas
patogénicas das ndo patogénicas e para investigacdes epidemiolégicas. O teste baseia-
se na deteccao dos antigenos O e dos antigenos H. Os antigenos O correspondem a
parte polissacaridica do LPS das enterobactérias. Podem ser perdidos por dois tipos de
mutacdo: uma delas afeta a enzima responsavel pela sintese do antigeno e a outra
afeta a enzima que fixa o antigeno ao cerne do LPS. Os antigenos H sdo proteinas
flagelares, denominadas flagelinas e, portanto, encontrados apenas em bactérias
moveis (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). Atualmente existem 174 antigenos O (O1 a
0181, com os grupos O 31, 47, 67, 72, 93, 94 e 122 removidos) e 53 antigenos H (H1 a
H56, com os grupos H 13, 22 e 50 removidos) (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

Uma das formas de diagnéstico de E. coli diarreiogénicas € o ensaio de
aderéncia em cultivo de células HEp-2 ou Hela. Esses testes permitem a identificacao
do fendtipo A/E e padrdes de aderéncia e invasao celular (NATARO e KAPER, 1998). A
grande sensibilidade das células Vero a toxina Stx e a citotoxicidade observadas no
cultivo dessa linhagem celular serve como diagndstico de cepas de E. coli produtoras
dessas toxinas (PATON e PATON, 1998).

A confirmacdo da patogenicidade da cepa de E. coli pode ser por andlises
fenotipicas ou genotipicas, sendo a andlise fenotipica pela avaliacdo da producédo de
fimbrias de adesao, através de ELISA ou IF, utilizando-se anticorpos monoclonais. O
ELISA requer cultivo da bactéria, mas a IF pode ser feita diretamente em esfregacos do
intestino ou até mesmo de esfregacos do cultivo bacteriano. Um possivel problema em
utilizar organismos cultivados é que esses microrganismos nem sempre podem estar
expressando as fimbrias, particularmente nos casos de 987P e F18, e também devido

ao fato de que E. coli altamente encapsuladas como frequentemente observadas em
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cepas K99, podem fornecer um resultado falso-negativo no ELISA. A analise genotipica
pela PCR identifica fatores de viruléncia como fimbrias e toxinas, contornando o
problema da n&o expressao génica in vitro (FRANCIS, 1999). Kits de ELISA estéo
disponiveis para detectar fatores de viruléncia em E. coli, como o K88, K99, F41 e 987P
(DEBROY e MADDOX, 2001).

E. coli diarreiogénicas estdo entre os primeiros patégenos para os quais foram
desenvolvidos métodos diagndsticos moleculares. Tais métodos sdo os mais confiaveis
para diferenciar as cepas diarreiogénicas dos membros ndo-patogénicos da microbiota
intestinal e para distinguir uma categoria da outra (NATARO e KAPER, 1998). Genes
qgue codificam para fatores de viruléncia de E. coli tém sido encontradas em amostras
ambientais ou em animais sadios do Brasil, sugerindo um potencial patogénico
independente de estar causando ou ndo a doenca clinica (COSTA et al., 2006).

Entretanto, a PCR também pode apresentar dificuldades. A simples deteccao do
gene ou do fragmento gendmico através do aparecimento de banda no gel de agarose
nao necessariamente indica que o gene esta sendo expresso como um fator de
viruléncia. Quando mudltiplos isolados de E. coli foram testados de um surto em um
anico rebanho nao foi incomum para alguns isolados apresentarem um tipico padrdo de
gene de viruléncia enquanto outros perderam 0s genes. Isso pode sugerir que a perda
de genes de viruléncia ndo é incomum em ETEC. Se essa perda ocorre durante a
infeccdo ou durante o cultivo in vitro ndo é sabido e genes codificados por plasmidios
podem ser rapidamente disseminados em uma populacéo bacteriana (FRANCIS, 1999).

Atualmente é dificil determinar até que ponto esses organismos estao implicados
nas enfermidades transmitidas por alimentos em nivel mundial. Provavelmente, sua
implicacdo estd subestimada, principalmente porque as técnicas de isolamento e
caracterizacdo de E. coli patogénicas ndo sdo apropriadas as analises microbiol6gicas
de rotina (RODRIGUEZ et al., 2009).

A analise de genes de toxinas especificas ou tipificacdo molecular deve ser feita
para diferenciacdo entre os diferentes isolados e em adi¢do a estudos genéticos, pois
muitos dos genes identificados podem n&o estar sendo expressos pelo organismo
isolado (GREENE, 2006).
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OBJETIVOS

Geral
Isolar e caracterizar cepas de Escherichia coli produtoras de enterotoxinas em
amostras de fezes de suinos higidos em granjas comerciais e criatorios de subsisténcia

do Distrito Federal.

Especificos
e Caracterizar bioguimicamente as bactérias da Espécie Escherichia coli isoladas
de fezes de suinos;
e Detectar nas cepas de E. coli isoladas, através de PCR, a presenca de genes de
enterotoxinas termolabil | e Il (LT-1 e LT-II), termoestavel a (STa) e Shiga-toxina
1 e 2 (Stx; e Stxy);
e Definir um perfil de sensibilidade das bactérias isoladas frente aos
antimicrobianos: Amicacina, Ampicilina, Cefalexina, Cloranfenicol, Doxiciclina,
Enrofloxacina, Estreptomicina, Gentamicina, Lincomicina, = Neomicina,

Norfloxacina, Sulfonamidas, Sulfametoxazol + Trimetoprima e Tetraciclina.
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INTRODUCAO

As doencas entéricas de etiologia bacteriana tém uma crescente importancia nas
diversas faixas etarias da suinocultura e possuem um grande impacto na industria de
produtos de origem suina em todo o mundo. Dentre essas bactérias, a Escherichia coli

destaca-se como grande causadora de perdas na suinocultura (MENIN et al., 2008).
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A E. coli estd entre os microrganismos mais predominantes na microbiota do
trato intestinal dos animais, podendo ser isolada de fezes de animais higidos ou
doentes. Enquanto a maioria ndao é patogénica, algumas adquiriram genes que podem
ter importancia na sua viruléncia frente aos animais (DEBROY e MADDOX, 2001).

Essas bactérias tém grande importancia na suinocultura, podendo causar
enterites e diarreias, resultando em mortalidades infecciosas em leitdes. As E. coli
enterotoxigénicas (ETEC) e as E. coli enterohemorragicas (EHEC) estdo entre os
agentes comumente isolados nesses casos (ALMEIDA et al., 2007).

Uma das estratégias mais adotadas na producéo animal para prevenir e controlar
as enterites e diarreias € a utilizacdo de antimicrobianos. Entretanto, a utilizacao
indiscriminada destes farmacos na medicina veterinaria e humana tem determinado o
aumento no aparecimento de bactérias multirresistentes. Isso acaba interferindo no
tratamento efetivo das infec¢des por estes agentes e se tornando um risco a saude
publica (BACCARO et al., 2002).

Alguns pesquisadores vém estudando cepas de E. coli isoladas a partir de fezes
de suinos doentes a procura de fatores de viruléncia como fimbrias e toxinas (PARMA
et al., 2000; VU-KHAC et al., 2004; MADOROBA et al., 2009) e de taxas de resisténcias
a antibacterianos (HARADA et al., 2005; BOERLIN et al., 2005; WANG et al., 2010). No
Brasil, poucos sao os estudos realizados nesta linha de pesquisa (COSTA et al., 2006;
MACEDO et al., 2007; MENIN et al., 2008), e muito poucos estudos enfocam na
frequéncia de fatores de viruléncia de E. coli isoladas a partir de suinos higidos.

Dados sobre a prevaléncia de diarreias bacterianas em animais de produgéo no
Distrito Federal sdo bastante escassos. Esses dados tém grande importancia quando
se pretende identificar e solucionar problemas sanitarios e implantar nas unidades de
producao suina programas de biosseguridade (MENIN et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar a existéncia de genes codificadores de
enterotoxinas termolabil-I (LT-I), termolabil-1l (LT-II), termoestavel a (STa) e verotoxinas
1 (Stx;) e 2 (Stxz) em Escherichia coli isoladas de fezes de suinos higidos de criatorios
de subsisténcia e granjas comerciais do Distrito Federal, além de caracterizar
bioquimicamente e avaliar o perfil fenotipico de resisténcia antibacteriana dessas

bactérias.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras

Foram obtidas amostras fecais de 109 suinos de ambos 0s sexos, diversas racas
e com idades variando de 21 dias a um ano. As amostras foram obtidas de seis
diferentes locais do Distrito Federal (Ceilandia, Gama, Paranoa, Planaltina, Recanto das
Emas e Sdo Sebastido), destacados na Figura 7. Todas foram obtidas diretamente da
ampola retal dos animais, através de “swabs” estéreis e acondicionados em tubos
contendo meios de transporte de Stuart, previamente identificados e
concomitantemente a coleta de dados do animal. As amostras foram armazenadas em
bolsa refrigerada até o transporte ao Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria da

Universidade de Brasilia (UnB), onde foram processadas.
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Figura 7 — O Distrito Federal e em destaque os locais de coleta deste trabalho (Fonte: Adaptado de

Google Maps)
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Isolamento e identificacdo bioquimica

Os “swabs” foram estriados em Placas de Petri contendo &4gar MacConkey
(Merck®), e incubados a 37°C por 24h. Apés o periodo de incubacéo, as amostras que
se apresentavam com coloracéo résea, tipica de fermentacdo de lactose nesse meio,
foram repicadas em agar sangue ovino 5% para verificacdo da presenca de hemolise e
identificagdo bioquimica. Cada colénia fermentadora recebia uma numeragéo
sequencial de acordo com o numero do animal (EC001, EC002,...) e, caso uma amostra
apresentasse mais de uma colbnia fermentadora, caracteristicamente distinta na
mesma placa de Petri, cada uma das colbnias recebia uma letra, além da numeragéo
(A, B, C,...).

Todas as colénias foram testadas para os testes de Oxidacdo e Fermentacdo da
glicose (O/F glicose), Indol, Vermelho de Metila (VM), Voges-Proskauer (VP), Citrato,
Motilidade, Fenilalanina, Esculina, Nitrato, Gelatina, Triplo Acucar e Ferro (TSI),
Malonato, Descarboxilagdo de Ornitina, Lisina e Arginina e fermentacdo de Glicose
(com pesquisa de producdo de gas), Sacarose, Lactose, Ramnose, Rafinose, Xilose,
Arabinose, Maltose, Manitol, Trealose, Salicina, Dulcitol e Sorbitol. Das cepas que
foram identificadas como Escherichia coli foram feitos o antibiograma, para verificacao

do perfil antimicrobiano, e a extracdo do DNA, para pesquisa de genes de enterotoxina.

Perfil antimicrobiano

As coldnias de E. coli foram inoculadas em caldo Miieller-Hinton (Himedia®) e
incubadas a 37°C até apresentar turbidade de 0,5 na escala de McFarland. Foram
entdo passadas em agar Miieller-Hinton (Bio-Rad®), segundo o método de Kirby-Bauer
modificado, em recomendacéo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2010). As cepas foram testadas para os seguintes antibidticos: Amicacina 30ug,
Ampicilina 10ug, Cefalexina 30ug, Cloranfenicol 30ug, Doxiciclina 30ug, Enrofloxacina
5ug, Estreptomicina 10upg, Gentamicina 10ug, Lincomicina 2ug, Neomicina 30ug,
Norfloxacina 10ug, Sulfazotrim (Sulfametoxazol + Trimetoprim) 25ug, Sulfonamidas
300ug e Tetraciclina 30pg. As placas foram incubadas a 37°C por 18h, sendo
interpretado o halo de inibicdo ap0s esse tempo, conforme tabela do CLSI (2010).

39



Deteccéo de genes de toxinas

As bactérias foram cultivadas em caldo infuso cérebro-coracdo (BHI) (Himedia®)
a 37°C por 24h, e, ap0s esse periodo, foram colocados 300ul do caldo em tubos
Eppendorf® e levados & centrifuga (SIGMA® 2K15) por 15 minutos, a 13.000g, numa
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspendido em &gua destilada esterilizada e homogeneizado em vortex. Os tubos
foram levados ao banho-maria, 100°C por 10 minutos, para rompimento das células e
liberacdo do DNA, e levados novamente a centrifuga por 15 minutos, 13.000g, 4°C.
ApOs este processo o0 sobrenadante foi retirado com auxilio de micropipeta para
utilizacdo na PCR, segundo protocolo citado por Blanco et al. (1997).

As reagoes foram realizadas em volume final de 25 uL, contendo 5ul do DNA
extraido; 2,5ul de solugdo tampao (10X, pht®); 0,75ul de MgCl, (50mM, pht®); 1,25l
de dNTP (10 mM, Invitrogen®); 0,5ul de Tagq DNA polimerase (5U/ul, pht®) e 0,5ul de
cada primer (forward e reverse) especifico para enterotoxina (10 pmol/ul). A sequéncia

de nucleotideos utilizados e o tamanho dos amplicons estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados neste trabalho e o tamanho dos amplicons

Toxina Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do amplicon (bp)

STa 5- TCCGTGAAACAACATGACGG -3 244
5- ATAACATCCAGCACAGGCAG -3

LTl 5- TATCCTCTCTATATGCACAG -3 480
5- CTGTAGTGGAAGCTGTTATA -3

LTIl 5- AGATATAATGATGGATATGTATC -3 300
5- TAACCCTCGAAATAAATCTC -3

Stx 5- AGGTTGCAGCTCTCTTTCAATA -3 364
! 5- TGCAAACAAATTATCCCCTGAG -3

Six 5- GGGCAGTTATTTTGCTGTGGA -3 386
2 5- GTATCTGCCTGAAGCGTAA -3

STa = toxina termoestavel A; LT-I = toxina termoestavel-I; LT-Il = toxina termoestavel-1l; Stx; = toxina de

Shiga 1; Stx, = toxina de Shiga 2; bp = pares de bases. Fonte: Salvadori et al., 2004

Esse mix foi colocado em um termociclador da marca BIO-RAD®, com cada
enterotoxina sendo rodada em um ciclo especifico, onde as etapas de desnaturacéo e

extensdo possuiam tempo e temperaturas comuns a todos os ciclos, com variacdes
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apenas na etapa de anelamento, variando de acordo com a temperatura de anelamento
de cada primer, conforme pode ser observado na Tabela 2 abaixo. Para cada reacéo,
eram feitos testes com controles negativos, com agua Mili-Q no lugar do DNA no
preparado, e positivos, utilizando-se uma cepa sabidamente positiva para as
enterotoxinas testadas, cedidas pelo professor Marcos Bryan Heinemann da Escola de
Veterinaria da UFMG.

Tabela 2 — Tabela de temperaturas e tempos utilizados na PCR

Toxina Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos
Comum Todas Desnaturacdo 94°C 4 minutos 1 ciclo
a todos Todas Desnaturacdo 94°C 1 minuto 30 ciclos
STa Anelamento 59°C 2 minutos 30 ciclos
. LT-I Anelamento 48°C 2 minutos 30 ciclos
Individual R . .
(por toxina) LT-II Anelamento 48°C 2 m!nutos 30 c!clos
Stx1 Anelamento 57°C 2 minutos 30 ciclos
Stx2 Anelamento 59°C 2 minutos 30 ciclos
Comum Todas Extenséao 72°C 1 minuto 30 ciclos
a todos Todas Extensao 72°C 10 minutos 1 ciclo

STa = toxina termoestavel A; LT-I = toxina termoestavel-1; LT-1l = toxina termoestavel-ll; Stx; = toxina de
Shiga 1; Stx, = toxina de Shiga 2.

Os produtos da amplificacéo foram submetidos & eletroforese (Biotech®) em gel
de agarose a 1%, pré-acrescido de Brometo de Etidio (5mg/ml) numa propor¢éo de 1l
para cada 10 ml de agarose, testados junto a um padrdo de peso molecular (ladder)
Invitrogen® e visualizado em transiluminador de ultravioleta (UVP®), a procura das

bandas com tamanhos conforme tabela vista acima.

RESULTADOS

Isolamento e identificacdo bioquimica

Do total de 109 amostras de fezes suinas foram isolados um total de 127 cepas
de E. coli, pois algumas cepas apresentavam mais de uma colénia morfologicamente
distinta, que foram identificadas com a numeracao referente ao animal e com uma letra

(A, B, C..). Todas as cepas foram testadas para identificacdo bioquimica e os
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resultados foram condizentes com bactérias da Espécie Escherichia coli, seguindo-se
tabelas de identificacdo de autores como Quinn et al. (1994), Oliveira (2000), Koneman
et al. (2001) e Brooks et al. (2007).

Dentre as 127 cepas avaliadas para hemolise em agar sangue, 66,1% (84/127)
foram hemoliticas. Dessas hemoliticas, 5,9% (5/84) possuiam genes de enterotoxinas.
Do total de oito cepas identificadas como possuidoras de genes de enterotoxinas, a
hemolise foi notada em 62,5% (5/8).

As 127 cepas (100%) apresentaram-se fermentativas no teste de O/F glicose,
positivas para as provas bioquimicas do Indol e VM e negativas para os testes de VP,
Citrato, Fenilalanina, Ureia e Malonato.

Todas as cepas apresentaram-se no teste do TSI com o padrdo a segquir:
amarelas (fermentadoras) tanto na superficie quanto no fundo do agar TSI e sem
producéo de sulfeto de hidrogénio (H,S), mas quanto a producdo de gas nesse teste,
44,1% das cepas produziram gas enquanto 55,9% nao produziram.

Trés cepas (2,4%) foram positivas para Esculina e na prova do Nitrato, quatro
(3,1%) cepas foram negativas. No teste da gelatina foram obtidas 85% de cepas
positivas para esse teste e no teste da motilidade apenas 47 das 127 (37%) cepas
foram positivas.

Nos testes de descarboxilacdo de aminoécidos, verificou-se um resultado de
75,6% de positivos para arginina, 92,9% de positivos para lisina e 64,6% de positivos
para ornitina, sendo que 60 cepas (47,2%) descarboxilaram os trés aminoacidos e
100% descarboxilou pelo menos um aminoécido.

Quando foram analisados os testes de fermentacdo de acucares, nove cepas
(7,1%) utilizaram todos os acUcares testados. Ao serem avaliados individualmente,
notou-se que todas as cepas (100%) foram capazes de fermentar Arabinose, Glicose,
Lactose, Maltose, Manitol e Trealose. A maioria das cepas fermentou Ramnose
(96,9%), Xilose (99,2%) e Sorbitol (91,3%). Para os demais acucares testados,
verificou-se que 59,8% das cepas foram positivas para Dulcitol, 44,1% das cepas foram
positivas para Rafinose, 37,8% das cepas foram positivas para Sacarose e 37% das
cepas foram positivas para Salicina. Todos os dados referentes a identificacdo
bioquimica podem ser vistos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados dos testes bioquimicos realizados com as E. coli

Testes Bioquimicos N° de cepas Positivos Negativos
Indol 127 100,0% 0,0%
Vermelho de Metila 127 100,0% 0,0%
Voges-Proskauer 127 0,0% 100,0%
Utilizagao de Citrato 127 0,0% 100,0%
Hemolise 127 66,1% 39,9%
Producéo de H,S no TSI 127 0,0% 100,0%
Producéo de gas no TSI 127 44,1% 55,9%
Fenilalanina 127 0,0% 100,0%
Hidrdlise de Uréia 127 0,0% 100,0%
Hidrolise de Esculina 127 2,4% 97,6%
Motilidade 127 37,0% 63,0%
Gelatinase 127 15,0% 85,0%
Reducéo de Nitrato 127 96,9% 3,1%
Malonato 127 0,0% 100,0%
Descarboxilacdo de Arginina 127 75,6% 24,4%
Descarboxilacdo de Lisina 127 92,9% 7.1%
Descarboxilacdo de Ornitina 127 64,6% 35,4%
Fermentacdo de Arabinose 127 100,0% 0,0%
Fermentacédo de Dulcitol 127 59,8% 40,2%
Fermentacgé&o de Glicose 127 100,0% 0,0%
Producéo de gés na Glicose 127 89,0% 11,0%
Fermentacéo de Lactose 127 100,0% 0,0%
Fermentacéo de Maltose 127 100,0% 0,0%
Fermentacéo de Manitol 127 100,0% 0,0%
Fermentacéo de Rafinose 127 44,1% 55,9%
Fermentacdo de Ramnose 127 96,9% 3,1%
Fermentacdo de Sacarose 127 37,8% 62,2%
Fermentacédo de Salicina 127 37,0% 63.0%
Fermentacdo de Sorbitol 127 91,3% 8,7%
Fermentacgédo de Trealose 127 100,0% 0,0%
Fermentacdo de Xilose 127 99,2% 0,8%
Oxidagéo/Fermentacéo (O/F) 127 100,0% fermentativos
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Avaliacao de sensibilidade a antimicrobianos

Com o antibiograma foi possivel tracar um perfil de sensibilidade das E. coli. Os
antibioticos que tiveram uma maior porcentagem de E. coli sensiveis neste estudo
foram a Norfloxacina (82,7%), Gentamicina (75,6%), e Sulfazotrim (63%). Outros
antibiéticos que apresentaram sensibilidade elevada foram a Enrofloxacina (58,3%),
Cloranfenicol (56,7%), Estreptomicina (53,5%), Amicacina (46,5%) e Neomicina
(39,4%).

Ao avaliar a resisténcia das bactérias aos antibioticos, péde-se observar que os
gue apresentaram uma maior resisténcia foram Lincomicina, com 100% de resistentes,
Sulfonamidas, com 74,8% de resistentes, Tetraciclina, com 70,1% de resisténcia,
Doxiciclina, com 66,1% e Ampicilina, com 51,2%. A Cefalexina teve a mesma
porcentagem de cepas resistentes e sensiveis (33,9%)

Ao avaliar cada cepa, pOode-se observar que todas foram resistentes a pelo
menos um antibibtico, 47 (37,0%) apresentaram resisténcia a mais da metade dos
antibioticos testados e quatro (3,2%) nado apresentaram sensibilidade a nenhum dos
antibioticos testados. Destas quatro, apenas uma cepa (EC108) apresentou o gene
para STa.

As porcentagens aos antibidticos podem ser vistas na Tabela 4, e no Grafico 1

Tabela 4 — Porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos testados

Antibidtico Resistentes* Intermediarios* Sensiveis*
Amicacina (30ug) 27,6% 25,9% 46,5%
Ampicilina (10 pg) 51,2% 19,7% 29,1%
Cefalexina (30 pg) 33,9% 32,2% 33,9%
Cloranfenicol (30 ug) 34,6% 8,7% 56,7%
Doxiciclina (30 pg) 66,1% 15,8% 18,1%
Enrofloxacina (5 pg) 26,0% 15,7% 58,3%
Estreptomicina (10 pg) 37,0% 9,5% 53,5%
Gentamicina (10 ug) 17,3% 7,1% 75,6%
Lincomicina (2 pg) 100,0% 0,0% 0,0%
Neomicina (30 pg) 22,8% 37,8% 39,4%
Norfloxacina (10 pg) 11,8% 5,5% 82,7%
Sulfonamidas (300 pg) 74,8% 3,2% 22,0%
Sulfazotrim (25 pg) 32,3% 4,7% 63,0%
Tetraciclina (30 pg) 70,1% 9,4% 20,5%

* A porcentagem esté calculada em cima do total de 127 cepas testadas
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Gréafico 1 — Perfil de resisténcia de E. coli isoladas
140
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AMI |AMP| CFE | CLO | DOX |ENO| EST |GEN | LIN |[NEO |NOR|SUL | SUT | TET
M Sensiveis 59 |37 (43 |72 (23 |74 | 68 |96 | O |50 |105| 28 | 80 | 26

Mintermed. |33 | 25 (41 |11 |20 (20| 12| 9 0 |48 | 7 - 6 | 12
M Resistentes| 35 | 65 | 43 | 44 | 84 |33 | 47 | 22 (127|129 | 15 | 95 | 41 | 89
Total | 127 | 127|127 | 127 | 127|127 | 127 |127 | 127 | 127|127 | 127 | 127 | 127

AMI (Amicacina); AMP (Ampicilina); CFE (Cefalexina); CLO (Cloranfenicol); DOX (Doxiciclina); ENO
(Enrofloxacina); EST (Estreptomicina); GEN (Gentamicina); LIN (Lincomicina); NEO (Neomicina); NOR
(Norfloxacina); SUL (Sulfonamidas); SUT (Sulfametoxazol + trimetoprim); TET (Tetraciclina).

Genes codificadores de enterotoxinas

Todas as cepas foram testadas para presenca de genes de enterotoxinas,
através de PCR, observando-se um total de 6,3% (8/127) de bactérias possuindo genes
para enterotoxinas. Os genes detectados foram o STa e o LT-l, com trés cepas
positivas somente para STa (2,4%) e quatro cepas possuindo apenas o gene para LT-I
(3,2%). Uma cepa (0,8%), a EC029A, possuia genes para essas duas toxinas. Esse
resultado pode ser visto na Figura 8, que mostra a eletroforese em gel de agarose com
as bandas referentes a amplificacdo de genes de enterotoxinas. Nenhuma cepa foi

positiva para as demais toxinas testadas (LT-II, Stx; e Stxy).
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados da amplificacdo dos genes.
M (Marcador de peso molecular); 1 (EC027); 2 (EC029A); 3 (EC030); 4 (EC040); 5 (EC051A); 6
(ECO076); 7 (EC099); 8 (EC108); N (Controle negativo); bp (Pares de bases).

A Tabela 5 informa o nimero da cepa, qual o gene identificado, a presenca ou
ndo de hemdlise e o perfil de resisténcia aos antibiéticos testados a cada uma das
cepas que foram positivas para genes de enterotoxina.
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Tabela 5 — NUumero da cepa de E. coli com o gene identificado, presenca de hemdlise e perfil de resisténcia antimicrobiana

Cepa Gene Hem. AMI AMP CFE CLO DOX ENO EST GEN LIN NEO NOR SUL SUT TET

ECO027 LT-I Neg R S I S S S R S R R S R S S
EC029A STalLT-I Pos I S S S S S S S R R S R S S
ECO030 LT-I Neg S R S S S S S S R I S S S S
EC040 LT-I Neg S I S S S S S S R S S R S S
ECO51A STa Pos R R R S R R S R R R S R S R
ECO076 STa Pos S R I R R R R S R S R R R R
EC099 LT-I Pos S R I R R R R R R R R R R R
EC108 STa Pos I R I R R R R I R R R R I R

Hem. (Hemdlise); Pos (Positiva); Neg (Negativa); STa (Toxina termoestavel A); LT-1 (Toxina termolabil-l); R (Resistente); S (Sensivel);
I (Intermediério); AMI (Amicacina); AMP (Ampicilina); CFE (Cefalexina); CLO (Cloranfenicol); DOX (Doxiciclina); ENO (Enrofloxacina); EST
(Estreptomicina); GEN (Gentamicina); LIN (Lincomicina); NEO (Neomicina); NOR (Norfloxacina); SUL (Sulfonamidas); SUT (Sulfametoxazol +
Trimetoprim); TET (Tetraciclina)

Observou-se que todas as cepas que possuiam genes foram resistentes a pelo
menos dois antibidticos e que 50% foram resistentes a mais da metade dos
antimicrobianos testados. Das quatro cepas com gene e multirresistentes, trés foram
isoladas da mesma propriedade, uma suinocultura industrial. Das cepas isoladas que
continham genes para enterotoxinas, trés foram isoladas de trés animais da mesma
propriedade, um produtor com poucos recursos, que cria animais para subsisténcia em

situacao precéaria.

DISCUSSAO

Cepas clinicas e comensais de E. coli isoladas de espécies animais, com ou sem

sinais clinicos de doenca, tém sido demonstradas como possuidoras de extrema

diversidade na composicdo genética (CHAPMAN et al.,, 2006), o que pode ser

observado também neste trabalho.

47



Quando se compara os resultados obtidos no presente trabalho no que se refere
a identificacdo bioquimica das cepas de E. coli, ndo foram observadas grandes
discrepancias em relacdo as tabelas de identificacbes encontradas em livros de
identificacdo laboratorial, como Quinn et al. (1994), Oliveira (2000), Koneman et al.
(2001) e Brooks et al. (2007).

Madoroba et al. (2009) testando e identificando bioquimicamente cepas de E. coli
isoladas de suinos no Zimbabue afirmaram que todas as suas cepas foram positivas
para o Indol e VM e negativas para o Citrato, Ureia e producdo de H,S, dados
confirmados nesse estudo. Entretanto estes autores observaram que as cepas de E.
coli isoladas foram positivas para Lisina e Motilidade, o que diferiu um pouco deste
trabalho, que encontrou cepas negativas em 7,1% e 63%, respectivamente.

A baixa quantidade de cepas positivas para o teste da motilidade neste estudo
demonstra uma quantidade baixa de E. coli possuidoras de flagelos, estrutura que pode
favorecer a invasdo da bactéria nos organismos (QUINN et al., 2005). Resultados como
0s vistos nos testes da Esculina e do Nitrato, que tiveram poucas cepas divergindo dos
resultados comumente observados na literatura (QUINN et al., 1994; OLIVEIRA, 2000;
BROOKS et al., 2007) atentam para o fato de que os resultados vistos em tabelas de
identificacdo trabalham em cima de porcentagens, devendo o microbiologista ficar
atento a esses resultados diferentes na hora de identificar microrganismos.

Alguns estudos tém relatado que plasmidios podem conferir um fenétipo citrato-
positivo em E. coli (HARNETT et al., 1996). Neste estudo nenhuma cepa mostrou-se
capaz de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono, diferentemente do encontrado
por Moreira (2007) que obteve duas cepas de E. coli Citrato positivas, oriundas de
bovinos. Harnett et al. (1996) também encontraram cepas de E. coli produtoras de H,S,
0 gue néo foi observado neste estudo.

Foi possivel observar grandes variagfes na utilizacdo de alguns aminoéacidos e
carboidratos, o que é comum, pois conforme citado anteriormente as tabelas de
identificacdo trabalham sempre em cima de porcentagens, como Quinn et al. (1994),
Oliveira (2000), Koneman et al. (2001) e Brooks et al. (2007).

Zhang et al. (2007) estudando E. coli isoladas de animais com diarreia

encontraram 64,3% de cepas hemoliticas, valor semelhante ao encontrado nesse
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estudo, que foi de 66,1%. Martins et al. (2000) comparando suinos doentes e higidos
ndo acharam cepas hemoliticas entre os animais higidos, somente nos animais
diarreicos, 0 que nao foi visto nesse estudo, que achou cepas comensais apresentando
hemolise. Alguns autores defendem que a presenca de hemolise € um fator
determinante na viruléncia da E. coli (PUENTE e FINLAY, 2001; HIRSH e ZEE, 2003),
enquanto outros discordam, sugerindo que a hemdlise parece ndo contribuir de forma
direta para a viruléncia (CHEN et al.,, 2004; QUINN et al.,, 2005). Isto pb6de ser
observado neste estudo, pois nem todas as cepas que foram hemoliticas possuiam
genes de enterotoxinas e vice-versa. Como nao foram testados outros fatores de
viruléncia neste estudo, essas cepas hemoliticas ndo possuidoras de genes para
enterotoxinas podem apresentar genes que codificavam algum outro fator de viruléncia,
sendo necessario um aprofundamento no estudo das cepas isoladas.

A totalidade de cepas resistentes a Lincomicina encontrada neste estudo foi
relatada em um estudo com Streptococcus suis sorotipo 2 isolados de suinos abatidos
no Mato Grosso (OLIVEIRA et al.,, 2008). Valores proximos aos encontrados neste
trabalho em trabalhos com E. coli foram relatados por Macédo et al. (2007) em Minas
Gerais, que acharam uma porcentagem de resisténcia a Lincomicina de 84,21% em
suinos diarreicos e o realizado por Menin et al. (2008) que, estudando suinos com
diarreia em Santa Catarina, acharam 76,1% de E. coli resistentes a este antibiético.

Neste trabalho verificou-se um alto indice de bactérias com multirresisténcia aos
antimicrobianos testados. Todas as cepas foram resistentes a pelo menos um
antibiético, que esta condizente com os trabalhos de Costa et al. (2006) e Carvalho et
al. (1991), que também identificaram cepas com altas taxas de resisténcia. Brito e
Tagliari (2000) encontraram 79% de resisténcia a Sulfonamidas e 80% a Tetraciclina
em um estudo com 66 leitdes diarreicos no sudoeste do Parana, valores proximos aos
encontrados neste estudo (74,8% e 70,1%, respectivamente). Entretanto esses autores
encontraram uma porcentagem de 92% de resisténcia ao Cloranfenicol, dado esse que
difere do encontrado neste trabalho, onde se obteve 34,6% de resisténcia a este
mesmo antibiotico. Os resultados observados neste estudo também estdo de acordo
com Hirsh e Zee (2003), que afirmam que cepas de E. coli usualmente séo resistentes a

Sulfonamidas, Tetraciclina, Estreptomicina, Ampicilina e Kanamicina. Essa resisténcia
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pode estar relacionada a utilizagdo em larga escala de antibiéticos como Lincomicina,
Tetraciclina e Sulfonamidas no tratamento e profilaxia de diarreias e como facilitadores
de crescimento, além de poder estar relacionada a presenca de plasmidios, onde se
localizam genes que promovem resisténcia a determinados antibacterianos (BACCARO
et al., 2002).

Os antibioticos que tiveram maiores indices de sensibilidade neste estudo foram
a Norfloxacina (82,7%), Gentamicina (75,6%) e Sulfazotrim (63,0%). Esses dados
também estdo de acordo com Hirsh e Zee (2003) que afirmam que E. coli normalmente
sdo sensiveis a Gentamicina, Amicacina, Trimetoprim, Sulfazotrim e Ceftiofur e de
acordo com Brito e Tagliari (2000) em estudo com leitdes com diarreia no Parana
também observaram taxas de sensibilidade altas para Gentamicina (94%) e Sulfazotrim
(52%), mas com Neomicina (88%) e Acido Nalidixico (82%) entre os mais sensiveis. A
Neomicina nesse estudo apresentou uma porcentagem de sensibilidade de 39,4%.
Costa et al. (2006) na regido sul do Brasil também encontraram a Norfloxacina entre os
antibioticos mais sensiveis (79,2%), assim como a Gentamicina (54,7%), a
Enrofloxacina (75,5%) e o Cloranfenicol (54,7%), dados préximos aos encontrados
nesse estudo. Entretanto estes autores notaram uma taxa de sensibilidade ao
Sulfazotrim de apenas 26,4%, bem aquém ao valor encontrado nesse estudo, que foi
de 63%. As diferencas entre os estudos podem ser devido a variagdes regionais, pois a
metodologia utilizada em ambos os estudos foi a mesma, a de difusdo em disco.

Genes codificadores de enterotoxinas sdo comumente isolados em casos de
suinos com diarreia, principalmente aqueles que codificam as toxinas termolabeis,
termoestaveis e verotoxinas (FRATAMICO et al., 2008). Madoroba et al. (2009)
encontraram genes para enterotoxinas em suinos diarreicos em estudo feito no
Zimbabue, em porcentagens relativamente altas de STa (18,4%), STb (31,6%), LT
(32,7%), Stxze (17,3%) e encontraram cepas com mais de um gene, como no caso de
11% de cepas que continham associacdo entre STa, LT e STh. Em estudo feito no
Brasil, também com animais doentes, Costa et al. (2006) também acharam altas
prevaléncias de cepas contendo genes para enterotoxinas, com 50% de cepas
possuindo STh, 35% de STa, 35% de LT e 7,5% de Stx. Esses dois autores testaram as

cepas para genes codificadores de outros fatores de viruléncia, como fimbrias, o que
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nao foi feito nesse estudo. Essas diferencas de prevaléncia observadas quando
comparamos os estudos feitos com este estudo, provavelmente sejam devido ao fato
deste ter sido feito com suinos higidos, ao invés de diarreicos. Resultados semelhantes
aos encontrados nesse estudo, mesmo tendo sido feitos em animais com diarreia e
atraves de identificagdo da toxina ao invés do gene, podem ser vistos no trabalho de
Carvalho et al. (1991) que obtiveram resultados de 3% de cepas produtoras de STa e
5% produtoras de LT.

No Distrito Federal, Arruda et al. (2008) isolaram cepas de E. coli causando
colibacilose p6s desmame em suinos e encontraram uma cepa (1/15) possuidora do
gene da toxina termolabil-Il (LT-1l), o que né&o foi verificado nesse trabalho, que isolou
genes para a LT-I, mas ndo para a LT-Il. Essa diferenca pode ser devido ao fato de que
0 estudo de Arruda et al. foi realizado com animais diarreicos, enquanto neste trabalho
foram testadas amostras provenientes de animais higidos.

Comparando estudos feitos em animais higidos a procura de fatores de
viruléncia, Schierack et al. (2006) encontraram 68,6% de cepas contendo pelo menos
um gene de viruléncia. Cepas contendo apenas gene para STa somaram 8,5% e
somente LT-I, 3,9%. Ao contabilizar cepas contendo mais de um gene para fator de
viruléncia, observaram 24 perfis de associacbfes entre genes, 0 que aumenta a
porcentagem de genes de STa e LT-l encontrados para 29,6% e 19,6%,
respectivamente, no total de cepas isoladas. Schierack et al. (2007) identificando
enterobactérias no trato intestinal de suinos higidos, encontraram 53,3% de cepas de E.
coli possuindo genes de enterotoxinas, com dois animais (13,3%) contendo E. coli com
genes para STa, trés animais (20%) para STb e um animal (6,7%) contendo E. coli
possuidora de genes para STa e STh. Essa diferenca encontrada pode ser devido a
metodologia de isolamento utilizada por esses autores, onde de cada animal foram
isoladas e pesquisadas individualmente dez colénias de E. coli, para deteccdo de
clones que possuissem 0s genes pesquisados, metodologia essa diferente da deste
estudo. Entretanto a metodologia utilizada neste estudo mostrou-se eficaz na
capacidade de amplificar genes presentes em E. coli isoladas de fezes suinas. Outro
fator que pode ter contribuido para o baixo niumero de cepas encontradas com genes

nesse estudo foi o fato de, por serem coletas em propriedades aleatérias e muitas
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vezes de subsisténcia, ndo foi possivel ter controle sobre a utilizagdo de antibibticos a
véspera da colheita das fezes, o que pode alterar a microbiota intestinal.

Foi observado neste estudo que todas as cepas com genes para enterotoxinas
apresentaram resisténcia a, no minimo, dois antibiéticos e que metade apresentou
resisténcia a mais da metade dos antibiticos. Trés cepas que se apresentaram
multirresistentes foram isoladas de uma mesma propriedade, uma suinocultura
industrial, o que talvez possa ser justificado pelo costume da utilizacdo comum de
antimicrobianos para prevencao e favorecimento de crescimento na producdo em larga
escala quando comparada com a suinocultura de subsisténcia (WANG et al., 2010).
Outras trés cepas com genes de enterotoxina foram isoladas de trés animais de uma
mesma propriedade, um produtor com poucos recursos, que cria animais para
subsisténcia em situacdo precaria o que pode ser um fator de risco a saude humana e
de outros animais, pois tais cepas podem atingir comunicantes (MARTINS et al., 2000).

Wang et al. (2010) em seus estudos fizeram associagbes entre genes de
viruléncia e fendtipo de resisténcia antimicrobiana, encontrando cepas de E. coli
resistentes ao Ceftiofur e possuindo genes para a fimbria F4 e AIDA-I (Adesinas
Envolvidas na Adeséo Difusa) e observaram néo existir relagdo entre cepas resistentes
a Doxiciclina e presenca de gene para toxina Stxye € entre cepas resistentes a
Kanamicina e presenca de genes para toxina Stx,. e AIDA-I. Estes autores encontraram
correlacdo estatistica nos seus resultados, baseando-se no fato de que existem
plasmidios como o pCG86 que incluem genes de resisténcia a Sulfadiazina,
Estreptomicina e Tetraciclina e tém sido associados a expressao de toxinas ST e LT em
cepas de suinos.

Resultado semelhante também foi observado por Boerlin et al. (2005), que
encontraram maiores associacdes entre cepas de E. coli contendo genes para
resisténcia a Tetraciclina e para producao da toxina STa e entre genes de resisténcia a
Tetraciclina e genes que codificam a proteina PAA-1. Essas associa¢cdes poderiam ser
confirmadas pelo achado de cepas de ETEC no Canada possuindo o plasmidio

PTENT2, que aglomera genes tetA, estA, paa-1 e sepA-1.
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CONCLUSOES

No presente estudo foram identificadas cepas de E. coli oriundas de fezes de
suinos higidos possuidoras de genes codificadores das enterotoxinas STa e LT-I, ndo
tendo sido observada a presenca de genes para LT-Il, Stx; e Stx,. Foi observado
também um alto percentual de cepas resistentes aos antibidticos testados,
principalmente a Lincomicina, onde 100% das cepas foram resistentes. O achado de
genes codificadores de enterotoxinas e a multirresisténcia de cepas de E. coli em
amostras de suinos que nao apresentam sinais clinicos de diarreia tém importancia no
risco que esses animais tém de desenvolver colites e diarreias e de transmiti-las para
animais mais susceptiveis. O risco de transmissdo de bactérias com fatores de
viruléncia para o homem, principalmente em casos onde a criagdo do suino é de
subsisténcia, sem muitas condi¢c6es higiénico-sanitarias, como observado neste estudo,
também deve ser levado em conta.

No Distrito Federal, dados que abordem genes de viruléncia em isolados de E.
coli em suinos sdo bastantes escassos, sendo importante este estudo para a
publicacdo de pesquisas desse tipo na regido, e sua importancia para a criacao de
suinos. Entretanto ainda sdo necesséarios mais estudos acerca do tema para uma
melhor compreensao do assunto, além do fato de que devem ser realizadas pesquisas
de outros fatores de viruléncia e identificagcdo da sorotipificacdo nas cepas deste
trabalho, para tentar associar estatisticamente genes de fatores de viruléncia e sorotipo,
além de identificar possiveis sorotipos/patotipos presentes em suinos no Distrito
Federal.
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CAPITULO IlI

CONSIDERACOES FINAIS

Casos de diarreias e enterocolites na suinocultura séo frequentes e se tornam
um fator limitante no desenvolvimento do animal, podendo levar a morte. Podem
também servir como fonte de contaminacdo da carne suina na hora do abate, o que
serve como risco de toxi-infeccdo ao homem.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a existéncia de cepas
de Escherichia coli isoladas de fezes de suinos higidos portando genes codificadores
para enterotoxinas termoestavel (STa) e termolabil | (LT-1). Nao foram amplificados
genes para a enterotoxina termolabil 1l (LT-1I) nem para as toxinas de Shiga (Stx; e
Stx;). Esse resultado mostra o risco de suinos higidos servirem como reservatérios de
cepas de E. coli que tem potencial para se tornarem virulentas. O animal pode vir a
desenvolver uma colite ou diarreia ou servir como fonte de infeccdo destas cepas a
outros animais, comprometendo todo o rebanho. O homem pode ser também acometido
por estas cepas potencialmente virulentas, o que poderia causar danos a saude
publica.

A alta taxa de resisténcia aos antibioticos vista nesse estudo demonstra uma
tendéncia mundial ao isolamento de bactérias multirresistentes, o que muitas vezes se
deve ao fato da utilizacdo indiscriminada de antibioticos por produtores ou por
veterinarios que utilizam estes farmacos como profilaticos e como promotores de

crescimento na producdo ou os utilizam como tratamento, mas sem a realizacao de
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exames para identificar o real agente da diarreia e a quais farmacos possui
sensibilidade.

Apesar dos resultados positivos encontrados, é necessario um aprofundamento
acerca deste tema em estudos futuros com o intuito de identificar cepas de E. coli que
possuam genes de viruléncia. Um controle da resisténcia aos antimicrobianos também
deve ser feito para monitorar bactérias multirresistentes. Outros fatores de viruléncia e a
sorotipificacdo devem ser pesquisados nas cepas isoladas neste estudo para que se
verifique uma possivel associacdo entre genes de enterotoxinas, fimbrias

sorotipos/patotipos observados.
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