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RESUMO

Conhecer as bactérias enteropatogénicas presentes no sistema de producao
de suinos é uma importante ferramenta para compreender os desafios sanitarios e
estabelecer com sucesso programas sanitarios voltados ao tratamento, controle e
profilaxia. O objetivo deste estudo foi diagnosticar efetivamente o (S)
enteropatdgeno (s) bacteriano (s) associado (S) a patogénese da enterite nas fases
de maternidade, creche, recria e terminacao e fazer a caracterizacao fenotipica e de
resisténcia a antimicrobianos dos isolados de Escherichia coli. Os principais géneros
| espécies de enteropatdégenos bacterianos diagnosticados foram Escherichia coli,
Clostridium sp., Salmonella sp, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli e
Lawsonia intracellularis. A E. coli foi o enteropatégeno mais frequentemente isolado
como agente primario ou de forma associada, dos quadros clinicos de diarréia entre
segundo e 81° dias de vida dos leitdes. A analise fenotipica dos isolados de E. coli,
considerando a faixa etaria, revelou que os sorotipos de E. coli potencialmente
patogénicos, mais prevalentes até a terceira semana de idade, foram F5/K99 29%,
F41 10%, F42 11% e F6/987P 23%, ja em leitbes com mais de 21 dias,
predominaram cepas com fimbrias F4/K88 27%. Utilizando o teste da concentracao
inibitéria minima (CIM), os maiores indices de resisténcia foram observados para
oxitetraciclina (84%), gentamicina (76,0 %), e menor indice de resisténcia para
ceftiofur (37%) e enrofloxacina (39 %). No teste de resisténcia a antimicrobianos, por
disco — difusdo, as amostras de Salmonella sp., apresentaram alta sensibilidade a
gentamicina (3,5%) amoxicilina (4,8%) e maior resisténcia a oxitetraciclina (77%),
tetraciclina (42,1%).

PALAVRAS-CHAVE : Suinos. Diarréia. Enteropatdogenos. Escherichia coli.

Antimicrobianos.



ABSTRACT

To know the enteropathogenic bacteria present in the production system of
swine can be an important tool to understand the sanitary challenges and to establish
with success sanitary programs. The objective of this study was to diagnose effectivy
enteropathogenic (s) bacterial (s) associate the pathogenese of the enteritis in
newborn piglets, postweaning, growing and finish and to do the phenotypic
characterization and of resistance the antimicrobials of the isolated of Escherichia
coli. The main species of diagnosed bacterial enteropatdégenos were Escherichia coli,
Clostridium sp., Salmonella sp, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli
and Lawsonia intracellularis. The E. coli it was the bacteria more frequently isolated
as primary agent or in an associated, of the diarrhea between second and 81st days
of life of the pigs. Analyze the phenotypic of isolated of E. coli, considering the age
group, its revealed that the serotypes of E. coli potentially pathogenic, prevalence
more until the third week of age, were F5 (K99) 29%, F41 10%, F42 11% and F6
(987P) 23%, already in pigs with more than 21 days, stumps prevailed with fimbrials
F4 (K88) 27%. Using the test of CIM, the largest resistance indexes were observed
for oxytetracycline (84%), gentamicin (76%), and smaller resistance index for
ceftiofur (37%) and enrofloxacin (39%). In the resistance test the antimicrobials, for
disk - diffusion, the samples of Salmonella sp., they presented high sensibility to the
gentamicin (3,5%) amoxicillin (4,8%) and larger resistance the oxytetracycline (77%),
tetracycline (42,1%).

KEYWORDS: Swine. Diarrhea. Enteropatogenic. Escherichia coli. Antimicrobials.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da suinocultura moderna esta fundamentado na
intensificacdo do nivel de exploragdo. Proporcionalmente aos avangos, houve um
estreitamente de relacdo entre animais e agentes potencialmente patogénicos,
aumentando os desafios sanitarios em ordem mundial. Estas mudancas causaram
um impacto muito forte sobre a sanidade dos suinos, principalmente nas fases de
maternidade, creche, recria e terminagéao.

Neste cenario, o conhecimento epidemiolégico dos principais desafios
sanitarios aos quais 0s animais estdo expostos se faz cada vez mais necessario e
fundamental para o sucesso da implantacdo de programas sanitarios representativos
e eficientes.

As infecgOes bacterianas intestinais provocam algumas das doencas mais
importantes para a industria suina mundial. As diarréias ocorrem em leitbes de
diferentes faixas etarias e causam grandes prejuizos decorrentes da perda de
animais por mortalidade ou gastos adicionais com o controle da enfermidade.

Varios podem ser os fatores envolvidos na causa de diarréia em leitbes e
somente a presenca de patdogenos entéricos nos exames laboratoriais nem sempre
e suficiente para produzir a doenca clinica. A gravidade da doenca depende do
estatus imunitdrio dos animais, desafio sanitario e da presenca de fatores
ecopatolégicos que predispdem o0s animais aos diferentes enteropatégenos
bacterianos.

Assim, é desejavel que o diagndéstico alem de revelar o agente ou grupo de
agentes envolvidos no quadro de diarréia, deve fornecer evidéncias de que ele esta
efetivamente envolvido na patogénese da enfermidade.

Além disso, o tratamento das diarréias utilizando antimicrobianos deve ser

seguro e eficiente, para tal, critérios de dosagens e suscetibilidade dos agentes é
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essencial para evitar o uso indiscriminado, aumento de resisténcia bacteriana e
poluicdo ambiental.

A patrtir disso, este trabalho tem como objetivos:

Objetivo geral :

Obter a epidemiologia das doencas entéricas bacterianas em suinos nas
diferentes faixas etéarias e caracterizacao fenotipica dos isolados de Escherichia coli;

Objetivos especificos:

Caracterizacao fenotipica dos isolados de E. coli;

Estabelecer o perfil de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados
bacterianos mais frequentes.

Os resultados obtidos serdo apresentados em dois artigos cientificos:
1. Etiologias bacterianas de diarréias em suinos em diferentes faixas etarias e perfil
de resisténcia de cepas de Escherichia coli e Salmonella sp.
2. Caracterizacao fenotipica e de sensibilidade de cepas patogénicas de Escherichia
coli isoladas de leitbes com diarréia nas fases de maternidade, creche, recria e

terminacao.
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REVISAO DE LITERATURA

As diarréias infecciosas em suinos estdo entre as causas mais comuns e
economicamente significativas de perdas para industria de suinos em todo 0 mundo
(BURCH, 2000; HOLLAND, 1990; TZIKA et al.,, 2002). Algumas etiologias sao
caracterizadas como patogénicas para o homem e representam um risco potencial
para saude publica (ALEXANDER, 1998), principalmente quando se relaciona o
animal infectado na granja com a contaminacdao das carcacas no processamento
industrial (VIDAL et al., 2002).

Diarréia € um sinal clinico classico que indica uma infec¢ao entérica. Pode ser
caracterizado por ma absorcdo de agua e eletrolitos, eliminacéo frequente de fezes
aguosas ou quando a proporcdo de agua nas fezes excede a 80 % (HOLLAND,
1990; STRAW et al., 1999).

A causa de diarréia em leitbes € multifatorial e a simples presenca de
patdbgenos entéricos nem sempre € suficiente para a manifestacdo da doenca
clinica. A morbidade, mortalidade e principalmente as sequelas dependem da
capacidade de resisténcia do hospedeiro, expressado de fatores de viruléncia do
agente e da presenca de fatores predisponente, tais como ambiéncia, higiene
inadequada das instalagfes, baixo aporte de imunidade passiva e nutricional.

Dependendo do agente (s) etiologico (s) envolvido (s), da gravidade da
infeccdo e da suscetibilidade dos animais, as enterites infecciosas bacterianas
podem se apresentar a partir de um unico sinal clinico ou em forma de sindrome. A
apresentacao clinica pode variar de diarréia com aspecto mucoso ou hemorragico,
com apresentacao cronica, aguda ou super-aguda, desidratacao, perda da condicdo
corporal, depressdo com alta morbidade, mortalidade ou morte de animais sem
sintomas prévios (BURCH, 2000; LIEBLER-TENORIO et al., 1999).

As maiores perdas causadas pelos enteropatdgenos estdo relacionadas as

sequelas decorrentes das lesdes intestinais diretas, alteracbes na atividade
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enzimatica e no mecanismo de transporte de nutrientes (JACOBSON et al., 2003).
Os prejuizos de ordem econémica causados pelas enterites sdo severa reducéo no
desempenho e performance dos animais, diminuicdo da eficiéncia alimentar,
reducdo da conversdo, aumento no custo de producéo pela alimentacdo adicional,
gastos com antimicrobianos para o tratamento e recuperacado dos animais. Estudos
na Franca e Reino Unido revelaram que dependendo da severidade e tipo de agente
as infeccbes entéricas podem ser responsaveis por aproximadamente 30% das
perdas na suinocultura moderna (BURCH, 2000).

A maioria dos casos de enterite infecciosa bacteriana ocorrem do nascimento
até os animais atingirem 60 Kg de peso vivo, a partir dai o nivel imunitario &
suficiente para proteger os animais das infeccbes entéricas endémicas da granja e
os focos de diarréia s6 ocorrem quando se introduzem novos agentes infecciosos na
granja ou animais novos em locais infectados (THOMSON, 2001).

Apesar de algumas infec¢des entéricas terem a tendéncia a afetar uma fase
de producao ou faixa etéaria restrita a maioria das doencas ocorrem durante estagios
consecutivos de producédo (HANSEN, 2006; LANZA, 1998).

Cada vez mais as diarréias em suinos tendem a ser resultado de uma
dindmica multifatorial de interac&o entre agentes enteropatogénicos e a presenca de
fatores estressores. Os diagndsticos devem considerar de forma cada vez mais
frequente tanto a acdo de agentes isolados como a associacdo de agentes ou 0S
“complexos bacterianos enteropatogénicos” na patogénese das enterites em suinos
(MENIN et al., 2006).

As principais bactérias associadas a patogénese das enterites nas diferentes
fases de producdo s&o cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli
(BERTSCHINGER, 1999), Clostridium perfringens Tipo A e Tipo C e Clostridium
difficile (LANZA, 1998; SONGER, 1996; YAEGER et al.,, 2002), Salmonella sp.
(SCHWARTZ, 1999), Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli
(HAMPSON, 1999), Lawsonia intracellularis (McORIST, 1999), Yersinia sp.
(TAYLOR, 1999) e Campylobacter sp. (LAWSON; McORIST, 1995).

O género Clostridium sp. & caracterizado por bastonetes, Gram-positivos,
anaerobios, formadores de esporos, encontrado no solo, Agua e microbiota entérica
de varios mamiferos, aves e répteis (QUINN et al.,, 1994). Sdo reconhecidamente
importantes agentes infecciosos enteropatogénicos para os humanos e animais. Em

suinos apesar de fazerem parte da microbiota entérica, duas espécies podem estar
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associadas com a patogénese de diarréias neonatais, C. perfringens Tipo A e Tipo C
e C. difficile (YAEGER et al., 2002).

O C. difficile causa um quadro de colite neonatal em leitdes com 1-5 dias de
idade. A infeccdo tem sido associada a supressdao da microbiota entérica
normalmente causada pelo uso de antimicrobianos (GLOCK et al., 2004). A
patogénese é determinada principalmente por duas toxinas: toxina A (enterotoxina) e
a toxina B (Citotoxina). No interior das células, as toxinas promovem a ruptura do
citoesqueleto, levando a esfoliacdo dos enterocitos (PERFUMO et al., 2004;
SONGER; UZAL, 2005). As les@es estao limitadas ao ceco e colon (GLOCK et al.,
2004; YAEGER et al., 2002). Clinicamente os animais apresentam dispnéia
moderada, distensdo abdominal, edema escrotal, depresséo, inapeténcia, diarréia
pastosa amarela e morte subita. Na necropsia se observa ascite e um caracteristico
edema no mesocoélon ascendente (MENIN et al., 2005; SONGER; UZAL, 2005). O
diagnosticado € feito pela detec¢do da toxina no conteddo intestinal ou cultivo e
isolamento (PERFUMO et al., 2004).

O Clostridium perfringens, é classificados em cinco biétipos (A-E) que diferem
pelo tipo de toxina que produzem (QUINN et al.,, 1994). Os tipos A e C causam
infecc@o entérica em suinos (TAYLOR, 1999). O tipo C atinge o leitdo do 1 ao 5 dia
de idade causando enterite necrética hemorragica, que cursa com alta morbidade e
mortalidade. Sua patogénese se deve a producdo da toxina-a (lecitinase), toxina-3
(necrdtica letal) e toxina-B, (SONGER; UZAL, 2005; SONGER, 1996; YAEGER et al.,
2002). O tipo A, mesmo pertencente a microbiota entérica, clinicamente causa um
quadro de diarréia esbranquicada ou creme, sem febre, com apatia e baixa taxa de
crescimento. Atinge os leitdes até 3 semanas de idade. A patogenia € devida
principalmente a acao das toxinas a e 3,. (HANSEN, 2006; YAEGER et al., 200). O
diagnéstico do C. perfringens se da a partir do isolamento e identificacdo das
respectivas toxinas no conteudo intestinal (HANSEN, 2006; TAYLOR, 1999;
SONGER; UZAL, 2005; YAEGER et al., 2002).

Alguns representantes do género Salmonella sp. estdo associados com a
etiologia de uma enfermidade em suinos chamada de Salmonelose. A doenca pode
se manifestar sob as formas de septicemia aguda (Salmonelose septicémica),
entérica (Enterocolite) ou clinica inaparente (CHIU et al., 2004; SCHWARTZ, 1999;
SOBESTYANSKY et al.,, 1999). Os representantes etiolégicos envolvidos nos

diferentes quadros sdo S. enterica sorovar Choleraesuis e S. enterica sorovar
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Thyphimurium (SCHWARTZ, 1999). Além disso, a Salmonella sp. é um dos
organismos mais frequentemente envolvidos em toxinfecgcbes alimentares em
humanos, representando um sério risco para saude publica. Neste contexto, cada
vez mais se relaciona a salmonelose nos suinos com a contaminacdo de seus
subprodutos que servem de alimento para o homem (CHIU et al., 2004; MARCUS et
al., 2000).

A patogenicidade da bactéria esta associada as condi¢cdes de adeséo, invasao,
citotoxicidade e a capacidade de sobrevivéncia intracelular. A S. Choleraesuis é o
sorovar mais invasivo e mais adaptado a espécie suina. Para tanto dispde de fatores
de viruléncia como pili, flagelos, lipopolissacarideo (LPS) e ilhas de patogenicidade
(SPIs), regibes no cromossomo que agrupam genes de viruléncia (CHIU et al., 2004;
GYLES et al., 1994; MARCUS et al., 2000).

A forma de enterocolite atinge animais entre 5 semanas e 4 meses de idade
(SOBESTYANSKY et al., 1999). Clinicamente os animais apresentam hipertermia,
apatia, diarréia de coloracdo amarela, esverdeada ou sanguinolentas com presenca
de tecido necrotico e odor desagradavel (SCHWARTZ, 1999). Os animais tornam-se
refugos e a mortalidade pode chegar a 40% (KU et al., 2005; SOBESTYANSKY et al.,
1999). Na necropsia se observa areas focais ou difusas de enterite necrdética no ceco
e colon, mucosa com espessura aumentada, coloragcdo esbranquicada, amarelada
ou avermelhada, conteudo intestinal liquido com tecido necrosado com cheiro ruim e
ganglios mesentéricos aumentados. No pulmé&o podem ocorrer focos de pneumonia
purulenta ou caseosa e hemorragia disseminada (KU et al., 2005; SCHWARTZ, 1999).
Microscopicamente apresenta necrose focal ou difusa das criptas que pode envolver
desde a submucosa, muscularis ate foliculos linféides (CHIU et al., 2004,
SCHWARTZ, 1999; SOBESTYANSKY et al., 1999). O diagndstico da enterocolite se
baseia na avaliacdo clinica, exame anatomo-histopatoldgico e isolamento abundante
de Salmonella sp. a partir do cultivo bacteriolégico de amostras entéricas de animais
com diarréia. (QUINN et al., 1994).

A Lawsonia intracellularis € um bacilo intracelular obrigatério implicado na
Enteropatia Proliferativa dos suinos (EP) ou lleite (McORIST et al., 1995). A EP é
uma doenca infecciosa que afeta leitdes desmamados de todas as idades e animais
de reposicédo até 8 meses de idade. Clinicamente pode se apresentar sob a forma
aguda ou cronica (McORIST, 1999; ROMERO et al., 2001; WILSON; HOHMANN,

1986). A forma aguda é evidenciada por uma sindrome hemorragica (Enteropatia
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proliferativa hemorragica), caracterizada por hemorragia intestinal profusa e morte
subita. Acomete suinos entre 4 e 12 meses de idade e animais de reproducdo. A
forma crénica ou ndo hemorragica (Adenomatose intestinal porcina ou lleite) é
caracterizada por diarréia intermitente, reducdo do ganho de peso e
desuniformidade entre os animais. Afeta leitbes em crescimento entre 2 e 4 meses
de idade (GUEDES,; GEBHART, 2001; McORIST, 1999; WILSON; HOHMANN,
1986).

Nas diferentes apresentacdes clinicas da doenca a bactéria infecta células
das criptas do epitélio intestinal em atividade mitética, impedindo que haja a
diferenciacdo em enterdcitos, induzindo uma hiperplasia das células epiteliais das
criptas do ileo e colon, sem desencadear uma resposta inflamatéria significativa.
Durante o periodo de infeccdo podem ser observadas numerosas bactérias
intracitoplasmaticas (BOUTRUP et al., 2006; GYLES et al., 2004; McORIST, 1999).

O diagnostico presuntivo pode ser feito a partir dos sinais clinicos e achados
macroscopicos por ocasido da necropsia. A confirmacdo € feita por
imunoperoxidase, ELISA, imunoflorescéncia, PCR e pelo exame microscopico com
uso da coloracdo histolégica de rotina hematoxilina e eosina. Para a deteccdo da
bactéria em cortes histoldégicos deve-se usar a coloragdo pela prata (GUEDES;
GEBHART, 2001; ZMUDZKI et al., 2004).

O género Brachyspira sp. compreende um grupo de espiroquetas Gram-
negativas, anaerobicas que causam duas importantes formas de diarréia em suinos,
a Disenteria suina (DS) causada pela B. hyodysenteriae e Colite espiroquetal (CE),
cujo agente etiolégico € a B. pilosicoli (FELLSTROM et al., 1995; HAMPSON;
TROTT, 1999; HARRIS et al., 1999).

A Disenteria Suina (DS) € uma doenca infecciosa caracterizada por uma
severa diarréia muco - hemorragica persistente, com lesdes limitadas ao intestino
grosso, afeta animais das fases de crescimento e terminagdo, causando graves
perdas por mortalidade e reducdo da taxa de crescimento (AGNES et al., 1995;
HAMPSON; TROTT, 1999).

A B. hyodysenteriae é uma espiroqueta fortemente -hemolitica que tem seu
potencial patogénico atribuido a fatores como quimiotaxia pela mucina, flagelos
periplasmaticos, NADH-oxidase, lipooligosacarideo (LOS) e uma B-hemolisina

(citotoxina) codificadas pelos genes tlyA, tlyB, tlyC e tly, recentemente descrito, tem



18

funcdo de regulacdo da taxa de producdo de hemolisinas (AGNES et al., 1995;
FELLSTROM et al., 1999; GYLES et al., 2004; NIBBELINK et al., 1997).

Clinicamente pode se manifestar na forma aguda, caracterizada por diarréia
aquosa com coagulos de sangue e grande quantidade de muco e ragdo nao
digerida. Os animais apresentam apatia, hipertermia, perda de peso e alta
mortalidade. Na forma crénica ocorre diarréia escura intermitente, perda de peso e
desidratagdo (HAMPSON; TROTT, 1999; SOBESTIANSKY et al, 1999). Na
avaliacdo macroscopica, a mucosa do colon se apresenta hiperémica, edematosa,
hemorrégica, com depdsitos de fibrina, muco, sangue e tecido necrosado (enterite
muco - hemorragica ou fibrino - hemorragica) (HAMPSON; TROTT, 1999; HYATT et
al., 1994). A analise histopatoldégica mostra congestdo da mucosa e submucosa,
hiperplasia das células da base das criptas, aumento dos leucécitos, hemorragia,
necrose fibrindide (HAMPSON; TROTT, 1999; NEEF et al., 1994).

A Colite espiroquetal (CE) € uma patologia do intestino grosso que cursa com
colite e diarréia que acomete mais freqliientemente animais entre 60 a 85 dias de
idade (BARCELLOS, 2001).

A B. pilosicoli € uma espiroqueta fracamente hemolitica, que tem sua
atividade patogénica atribuida a quimiotaxia pela mucina, NADH oxidase, flagelos
periplasmaticos e uma protease que possibilita a invasdo do espaco intercelular,
diminuindo a coesividade das células e favorecendo a descamacao dos enterdcitos
e a exposicdo da lamina propria (DUHAMEL et al., 1998, FELLSTROM, 1995;
GYLES et al., 2004; TROTT et al., 1996).

O quadro clinico tende a ser transitorio e autolimitante em 7 a 10 dias,
caracterizado por baixa mortalidade, animais com fezes pastosas a mucdide de
coloracdo variando de acinzentada a esverdeada podendo ou nao apresentar
sangue. (HAMPSON; TROTT, 1999). As lesdes sao limitadas ao ceco e colon.
Macroscopicamente € caracterizado por erosdes focais superficiais coalescentes
com exsudato fibrinonecrotico e particulas de racdo aderidas (BARCELLOS, 2001;
HAMPSON; TROTT, 1999). No estudo histopatolégico observa-se uma formagéo
paralela de espiroquetas intimamente aderidas a membrana apical dos enterdcitos
do célon (false brush border), o epitélio pode estar adelgagado ou apresentando
erosfes multifocais na zona de extrusdo celular entre as criptas (erosao catarral
multifocal ou colite ulcerativa) (DUHAMEL et al., 1998).
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O diagnodstico presuntivo tanto pode ser obtido a partir do exame
microscoépico de esfregacos de fezes corados, como pelo exame histopatolégico de
tecido fixado e coradas pela prata. Entretanto, o diagnostico definitivo pode ser feito
atraveés do isolamento bacteriano, PCR, ELISA, imunofluorescéncia (BARCELLOS et
al., 2003; CALDERARO et al., 2005; ZMUDZKI et al., 2004).

A Escherichia coli é o agente etiolégico da colibacilose, uma das causas mais
frequentes e importantes de diarréia em suinos nas diferentes faixas etarias em todo
o mundo (HANSEN, 2006; ROMERO et al.,, 2001). Normalmente € causada por
cepas enterotoxigénicas de E. coli (ETEC), embora cepas néo enterotoxigénicas
possam ocasionalmente estar envolvidas com a doenca (FRANCIS, 2002a).

Como membro da familia Enterobacteriacea a E. coli, compreende
cocobacilos Gram negativos, fermentadores de acucares e nao produtores de
esporos. Geralmente € movel, com flagelos peritriquios e freqlientemente fimbriada,
faz parte da microbiéta entérica de todos os mamiferos em 10’ a 10° bactérias por
grama de fezes (QUINN et al., 1994). E oxidase negativa, catalase positiva,
anaerobios facultativos, crescem bem em meios bacteriolégicos simples, incluido
agar MacConkey, onde forma colbnias grandes e rosas (GYLES et al., 2004).
Produz &cido e gés sulfidrico (H.S) a partir da fermentacdo de carboidratos como
glicose, sacarose e lactose. Sao indol positivas, ndo tem atividade urease e sao
incapazes de utilizar o citrato como unica fonte de carbono (QUINN et al., 1994).

A caracterizacao e tipificacdo antigénica segue baseada na expressao dos
antigenos de superficie como antigeno: capsular (K) determinado por
polissacarideos capsulares, somatico (O) porcao polissacaridica do lipolissacarideo
(LPS) da membrana, flagelar (H) constituido por proteinas flagelares (flagelinas) e
fimbrial (F) proteinas fimbriais. O antigeno F é caracterizado em cepas de E.coli
enterotoxigénicas (ETEC) exclusivamente de origem animal (GYLES et al., 2004;
HOLAND, 1990).

O potencial patogénico e a participacao de cepas de ETEC na patogénese
das infeccbes entéricas em suinos esta intimamente associada a sua capacidade de
expressar fimbrias que possibilitam a colonizagdo intestinal e uma ou mais
enterotoxinas que induzem o quadro de diarréia secretéria e/ou lesdes vasculares
sistémicas (FRANCIS, 2002b; GYLES et al., 2004; MARTINS et al., 2000).

As fimbrias sdo apéndices filamentosos com 0,5 a 1,5 um de comprimento

distribuidas de forma peritriquia na superficie bacteriana, compostas por centenas
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de subunidades polipeptidicas repetidas, responsaveis pela estrutura, especificidade
antigénica e pela propriedade de adeséol/fixacdo da bactéria na mucosa intestinal,
através da ligacao especifica a receptores (glicoconjugados) presentes na superficie
das células do epitélio intestinal (enterécitos) dos suinos (GYLES et al., 2004,
NAGY; FEKETE, 2005). Podem ainda ligar-se de forma especifica ou
inespecificamente & camada de muco adjacente (BERTSCHINGER, 1999; GRANGE
et al., 1998).

A E. coli é capaz de sintetizar varios tipos fimbriais que possibilitam a
colonizagdo do trato intestinal de diversas espécies animais (HOLAND, 1990;
NATARO; KAPER, 1998). Em suinos os principais tipos fimbrias associadas a ETEC
mais frequentemente isoladas de suinos com diarréia incluem K88 (F4), K99 (F5),
987P (F6), F41, F42 e F18. Com base em reacdes sorologicas, as fimbrias K88 e
F18 tém sido classificadas nas variantes K88ab, K88ac e K88ad, e F18ab e F18ac,
respectivamente (FAIRBROTHER et al., 1986; FRANCIS, 2002a; RIPPINGER et al.,
1995). A sua producdo € controlada por genes localizados no cromossomo
bacteriano (F41) ou em plasmideos (K88, K99, 987P, F42 e F18) (BERTSCHINGER,
1999; FEKETE et al., 2002; NAGY; FEKETE, 2005). Entretanto, a expressado “in
vitro” de determinados tipos fimbriais sofre a influéncia do meio de cultivo e das
condi¢bes de cultivo como o pH, osmolaridade, tensdo de oxigénio e temperatura de
cultivo (HOLLAND, 1990).

A susceptibilidade dos suinos aos diferentes patotipos de ETEC é variada nas
diferentes faixas etarias e linhagens. Essa configuracdo de suscetibilidade é um
reflexo da presenca e disponibilidade de receptores aos varios tipos de fimbrias na
superficie do epitélio intestinal dos leitdes (FRANCIS, 2002b). As cepas de E. coli
F6/987P, F5/K99, F42 e F41 s&o isoladas, na maioria das vezes, de leitbes até a
segunda semana de vida. IsSso ocorre porque a concentracdo de receptores para
K99 parece diminuir rapidamente com a idade, enquanto os receptores para F6
(987P), F41 e F42, sédo provavelmente bloqueados por ligantes analogos presentes
no conteudo intestinal ou pelo glicocalice, que recobre a mucosa entérica
(FRANCIS, 2002a; FRANCIS, 2002b; NAGY; FEKETE, 2005). Leitdes séo
resistentes a infeccdo por E. coli F18 ao nascer, mas se tornam gradualmente
suscetiveis apos algumas semanas de vida (FRANCIS, 2002a). A suscetibilidade ou
resisténcia genética a colibacilose causada pelos tipos fimbriais F4 (K88) e F18, &

determinada por genes distintos, em cada um dos casos, um unico l6cus € o
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responsavel pela presenca ou auséncia da expressdo e disponibilidade dos
respectivos receptores no intestino dos leitdes (FRANCIS, 2002b). A caracteristica
autossbmica que determina a expressdo €é dominante sobre a auséncia
(BERTSCHINGER, 1999). Por volta de 8 semanas de idade, os leitbes também
desenvolvem resisténcia a cepas F4/K88 e F18 devido aos receptores serem
bloqueados por compostos presentes no conteudo intestinal, pelo glicocélice,
mudanca de alimentacdo ou estabelecimento de defesas imunitarias direcionadas e
naturais (FRANCIS, 2002a; HOLLAND, 1990; NATARO; KAPER, 1998; OSEK,
1999).

Considerando a caracteristica hemaglutinante, as fimbrias de E. coli podem
ser classificadas em trés grupos: fimbrias ndo hemaglutinantes, como exemplo a
fimbria F6 (987P); fimbrias tipo 1 (F1) ou manose-sensiveis (HAMS) que tém a sua
aglutinacdo com eritrocitos inibida pela manose e fimbrias manose-resistente
(HAMR) que ndo tem a hemaglutinacédo inibida pela manose (EVANS et al., 1979;
GAASTRA; GRAAF, 1982; MORRIS, 1983; SNYDER; KOCH, 1966). As fimbrias
HAMR compreendem um grupo heterogéneo de estruturas da superficie bacteriana
gue se liga a carboidratos, exceto a manose, presentes nos receptores dos
eritrocitos de diferentes espécies animais (EVANS et al., 1979; QUADRI et al., 1994;
WILSON; HOHMANN, 1974).

A producdo de hemolisinas € considerada por alguns autores, como um
marcador de clones virulentos e indicador de patogenicidade para amostras de E.
coli (LUDWIG; GOEBEL, 1997; VAN DEN BOSCH et al., 1982). Isso ocorre porque
gue os genes que determinam a expressao das hemolisinas estdo normalmente
localizados junto a plasmideos de viruléncia que contém 0s genes para expressao
de fimbrias (CAVALIERI, 1984; FEKETE et al., 2002; FRANCIS, 2002a). As ETEC
isoladas de leitdes recém-nascidos podem ser hemoliticas ou ndo hemoliticas, mas
praticamente todas as cepas que colonizam leitdes desmamados sdo hemoliticas
(FRANCIS, 2002b; BERTSCHINGER, 1999; SOBESTIANSKY et al., 1999).

Para o diagnostico da colibacilose em suinos deve-se considerar a avaliacao
dos sinais clinicos, lesdes anatomopatoldgicas, isolamento do agente e
caracterizacao do potencial patogénico. (HOLLAND, 1990). As ETEC produtoras de
K99, 987P, F41 e F42 normalmente colonizam o ileo e a parte posterior do jejuno,
engquanto as cepas K88 tendem a colonizar, além do ileo, toda a extensdo do jejuno
(BERTSCHINGER, 1999; FRANCIS, 2002a). Clinicamente os casos mais graves de
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colibacilose tém uma evolucdo aguda e os animais apresentam diarréia tipicamente
fluida e profusa, alta morbidade e freqientemente resulta em morte por desidratagéo
severa e acidose metabolica (SOBESTIANSKY et al., 1999). Os sintomas costumam
ser menos severos em leitdes desmamados (BERTSCHINGER, 1999).

Leitbes infectados com ETEC normalmente ndo apresentam lesées além dos
sinais de desidratacdo, embora possa apresentar eventualmente hiperemia e
dilatacdo intestinal moderadas. Exames histologicos revelam bastonetes aderidos
multifocal ou difusamente a superficie das vilosidades do epitélio intestinal. Em
impressdes da mucosa do ileo coradas pelo Gram podem ser vistos numerosos
bastonetes Gram-negativos, com poucos outros organismos presentes, e culturas
puras ou praticamente puras sdo obtidas quando feita a cultura bacterioldgica deste
segmento intestinal (BERTSCHINGER, 1999).

As principais perdas causadas pela colibacilose estdo relacionadas a
sequelas da enfermidade que resulta em atraso no crescimento, gastos com
tratamentos e alimentacdo adicionais, programas de controle e profilaxia e aumento
de mortalidade (BERTSCHINGER, 1999; JACOBSON et al., 2003; PEARCE et al.,
1999).

No diagnostico das colibaciloses é desejavel que o isolado seja caracterizado
guanto ao seu potencial virulento. O valor dessa abordagem esta no fato de que a
maioria das cepas de ETEC importantes na colibacilose suina pertence a um
conjunto restrito de cepas patogénicas e a maioria das cepas de E. coli presentes no
trato gastrintestinal dos animais sdo comensais nao patogénicos, e assim, podem
mascarar o diagnostico do agente etiolégico efetivo (FRANCIS, 2002a; HOLLAND,
1990). A confirmacao do potencial patogénico e biotipificar os fatores de viruléncia
das cepas de E. coli isoladas pode ser feita pela analise fenotipica ou genotipica
(FRANCIS, 2002a; GYLES et al., 2004). A analise fenotipica avalia a expressao do
antigeno fimbrial e pode ser feita através dos testes de hidrofobicidade, adesdo
celular, microhemaglutinacdo, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e
sorologia, entretanto, estas técnicas requerem a cultura bacteriolégica das bactérias
a partir do conteudo entérico. O inconveniente desta metodologia é a possibilidade
da bactéria ndo expressar o fendtipo em condi¢cdes in vitro ou vir a perder os
determinantes genéticos (plasmideos) de alguns fatores de viruléncia durante os
procedimentos de cultivo (FRANCIS, 2002a; FRANCIS, 2002b; HOLLAND, 1990).

Com o advento das ferramentas de andlise molecular (genotipificacdo), tornaram-se
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disponiveis métodos de amplificacdo de genes que codificam fimbrias e exotoxinas
de ETEC (GYLES et al., 2004). A PCR multipla (multiplex PCR) pode detectar, num
anico ensaio, varios determinantes de viruléncia (FRANCIS, 2002a; GUEDES,
2006a; GYLES et al., 2004; HOLLAND, 1990). Embora tenha uma maior demanda
técnica, a amplificacdo génica elimina o problema da baixa expressédo in vitro de
alguns fatores de viruléncia. Entretanto, 0 método néo indica se o gene é funcional e
se de fato o fator de viruléncia esta sendo expresso, indica apenas que ele esta
presente (FRANCIS, 2002a; FRANCIS, 2002b).

As medidas utilizadas para controlar as diarréias nas diferentes faixas etérias
sdo baseadas em boas praticas de manejo como cuidados com o leitdo recém
nascido, higiene dos animais (porca que vai para maternidade) e das instalacbes
(impezas periodicas, desinfeccdo e vazio sanitario), vacinagcdo dos animais,
qualidade do ambiente, manejo nutricional, utilizagdo de promotores de crescimento,
programas de monitoramento. Apesar disso, a estratégia mais adotada para
prevenir, controlar e tratar as diversas enterites tem sido a terapia antimicrobiana
(BURCH, 2000).

A utilizagdo de antimicrobianos tem se tornado cada vez menos desejavel,
devido a falta de critérios para 0 uso e conseqiiéncias como a emergéncia de
resisténcia bacteriana, residuos na cadeia alimentar e possibilidade de
contaminacdo ambiental (ROMERO et al., 2001). Para utilizacdo uma terapia
antimicrobiana € essencial identificar a etiologia, conhecer o perfil de sensibilidade
do agente bacteriano envolvido, avaliar as condicdes do ambiente, manejo e
caracteristicas do principio ativo como espectro, absor¢ao, eliminacdo, toxicidade e
tempo de duracéo do tratamento (ANDRADE, 2002).
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ABSTRACT - Menin A., Souza D.S., Klein C.S., VAZ E.K. 2007. [Bacterial
etiologies of diarrheas in swine in different age g roups and profile of
resistance of strains of Escherichia coli and Salmonella sp.] The bacterial
infectious enteritis provoke severe losses for swine industry all over the world. The
objective of this work was to accomplish epidemic rising of the bacterial agents that
you/they are associated with the diarrhea occurrence in swine in the phases newborn
piglets, postweaning, growing and finish in the State of Santa Catarina - Brazil and to
verify the profile of resistance of the strains of Escherichia coli and Salmonella sp.
front to the main antimicrobials used at farms of swine. The isolated bacterial species
were Escherichia coli, Clostridium sp, Salmonella sp, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli and Lawsonia intracellularis. The E. coli it was the pathogenic
bacteria more frequently diagnosed as primary agent or in an associated way, of the
diarrhea between second and 81st days of life of the pigs. The serotypes of E. coli
potentially pathogenic, more prevalents in the phase of newborn piglets, were F5
(K99) 29%, F41 10%, F42 11% and F6 (987P) 23%, already in the postweaning
phases and it growing, stumps prevailed with fimbrias F4 (K88) 27%. The E. coli the
largest resistance indexes were found for oxytetracycline (94%), tetracycline (89,5%)
and norfloxacin (83,3%) and smaller resistance taxes for neomycin (55%), ceftiofur
(57,4%) and gentamicin (62,7%). The samples of Salmonella sp, isolated of clinical
cases of diarrhea, they presented high sensibility to the gentamicin (3,5%) amoxicillin
(4,8%) and neomycin (6,2%) and larger resistance the oxytetracycline (77%),
tetracyclin (42,1%) and norfloxacin (39,3%).
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RESUMO

As enterites infecciosas bacterianas provocam severas perdas para a
industria suina em todo o mundo. O objetivo deste trabalho foi realizar levantamento
epidemioldgico dos agentes bacterianos que estdo associados com a ocorréncia de
diarréia em suinos nas fases de maternidade, creche, recria e terminacéo no Estado
de Santa Catarina - Brasil e verificar o perfil de resisténcia das cepas de Escherichia
coli e Salmonella sp, frente aos principais antimicrobianos utilizados em granjas de
suinos. Os principais géneros / espécies bacterianos diagnosticados foram
Escherichia coli, Clostridium sp., Salmonella sp, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicoli e Lawsonia intracellularis. A E. coli foi o enteropatégeno mais
frequentemente isolado como agente primario ou de forma associada, dos quadros
clinicos de diarréia entre o segundo e 81° dias de vida dos leitdes. Os sorotipos de
E. coli potencialmente patogénicos, mais prevalentes na fase de maternidade, foram
F5 (K99) 29%, F41 10%, F42 11% e F6 (987P) 23%, ja nas fases de creche e recria,
predominaram cepas com fimbrias F4 (K88) 27%. Para a E. coli os maiores indices
de resisténcia foram encontrados para oxitetraciclina (94%), tetraciclina (89,5%) e
norfloxacina (83,3 %) e menores taxas de resisténcia para neomicina (55%), ceftiofur
(57,4%) e gentamicina (62,7%). Quanto as amostras de Salmonella sp., isoladas de
casos clinicos de diarréia, apresentaram alta sensibilidade a gentamicina (3,5%)
amoxicilina (4,8%) e neomicina (6,2%) e maior resisténcia a oxitetraciclina (77%),

tetraciclina (42,1%) e norfloxacina (39,3%).

TERMOS DE |INDEXACAO: Suinos, sistema digestorio, resisténcia a

antimicrobianos, diarréia.

INTRODUCAO
As infeccdes bacterianas entéricas em suinos tém importancia crescente e
sao frequentemente observadas em diferentes faixas etarias provocando um grande
impacto para industria de suinos em todo o mundo (Schultz 2006, Jacobson et al.
2005). Estas infeccdes sdo responsaveis por aproximadamente 30% das perdas
econdmicas na suinocultura moderna (Tzika et al. 2002, Burch 2000), além disso,
algumas etiologias podem ser potencialmente patogénicas para 0s humanos

representando um risco para saude publica (Alexander 1998).
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As infecgBes entéricas podem levar a altas taxas de mortalidade e morbidade,
entretanto, as maiores perdas estdo relacionadas a sequelas no trato gastrintestinal
(Hansen 2006, Mcorist & Gebhart 1999). Estas lesdes podem ser permanentes ou
transitorias, resultando em expressivo atraso no crescimento, reducdo da
performance de converséao, tratamentos e alimentacdo adicionais, respondendo por
60% dos gastos com antimicrobianos na suinocultura moderna (Pearce 1999,
Jacobson et al. 2005).

Geralmente, os estudos epidemiolégicos das doencas entéricas estao
focados em um patdgeno especifico e restrito a uma faixa etaria, pois facilita o
estudo individualizado da etiologia. No entanto, este procedimento dificulta as
estratégias de controle direcionadas ao sistema produtivo como um todo, ja que,
algumas etiologias ocorrem em estagios consecutivos de producdo (Hansen 2006,
Lanza 1998).

As principais bactérias associadas a patogénese das enterites sdo cepas
patogénicas de Escherichia coli (Bertschinger 1999), Clostridium perfringens Tipo A
e Tipo C e Clostridium difficile (Songer & Uzal 2005, Yager et al. 2002, Lanza 1998),
Salmonella sp. (Schwartz 1999), Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli
(Hampson & Trott 1999), Lawsonia intracellularis (Mcorist & Gebhart 1999), Yersinia
spp (Taylor 1999) e Campylobacter spp. (Lawson & Mcorist 1993).

A variacdo na prevaléncia dos enteropatégenos nos rebanhos suinos se deve
a aspectos gerais de manejo, manuseio de lotes, dinamica de infecciosidade dos
agentes, pressdo de infecgcdo, capacitacdo gastrintestinal, estatus imunitario do
rebanho, condicbes de manejo, nutricdo, programas de vacinagdo, uso de
antimicrobianos e fatores estressores do ambiente.

A patogenicidade da E. coli esta relacionada a sua capacidade de colonizar o
epitélio intestinal. A colonizagdo € mediada por fatores denominados fimbrias,
estruturas protéicas, consideradas antigenos de superficie e de grande atividade
antigénica, sendo um importante fator para diagndéstico e identificacdo de cepas
patogénicas (Nataro & Kaper 1998). As fimbrias mais frequentemente produzidas
por cepas enterotoxigénicas de E. coli (ETEC) que infecta suinos até o desmame
sdo K99 (F5), 987P (F6), F41 e apds o desmame as adesinas K88 (F4) e F18 (Gyles
et al. 2004).

Uma das estratégias mais adotadas para ajudar a prevenir e controlar as

diversas infeccOes, dentre elas as enterites, tem sido a terapia antimicrobiana (Costa
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et al. 2006, Barcellos 2002). Entretanto, os antimicrobianos devem ser utilizados
com cautela, pois a falta de critérios para a escolha de um tratamento adequado e
seguro, associa-se a presenca de residuos de antimicrobianos em produtos de
origem animal, selecdo de bactérias resistentes e sérios riscos a saude publica
(Baccaro et al. 2002).

No Brasil sdo escassos o0s dados de levantamento epidemiolégico do(s)
agente (s) bacteriano (s) envolvido (s) nos diferentes quadros clinicos de diarréia em
animais de producdo. As avaliacbes epidemiolégicas e ecopatologicas séo
essenciais para identificar e solucionar problemas sanitarios devido a dinamica de
inter-relacdo multifatorial dos enteropatdgenos, devendo ser considerados uma
ferramenta indispensavel para a implantacdo e implementacdo dos programas de
biosseguridade nas modernas unidades de producéo de suinos (Hansen, 2006).

O objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento epidemioldogico dos
enteropatdégenos bacterianos causadores de diarréia em suinos nas fases de
maternidade, creche, recria e terminacdo no Estado de Santa Catarina e verificar o
perfil de resisténcia das cepas de E. coli e Salmonella sp. frente aos principais

antimicrobianos utilizados em suinocultura.

MATERIAL E METODOS

Selecdo e amostragem do rebanho

Neste estudo foram utilizados 1.107 animais, das fases de maternidade,
creche crescimento/terminagdo com sinais clinicos de diarréia. Foram amostradas
183 granjas localizadas em 12 microrregides geograficas do estado de Santa
Catarina. A obtencdo do material para analise laboratorial foi feita a partir da
necropsia dos animais a campo, e no caso de animais de terminacado, a coleta foi

feita na linha de abate durante a etapa de evisceracgéao.

Coleta de amostras e processamento laboratorial

As amostras foram obtidas de segmentos intestinais, contemplando intestino
delgado, grosso, linfonodos inguinais e mesentérios. O material coletado foi
separado em duas aliquotas, sendo uma para processamento histopatoldgico, fixada
em solucéo de formol a 10% e a outra acondicionada sob refrigeracdo para exame

bacteriol6gico. Por ocasido da necropsia foi feito registro do material, descrevendo
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histdrico, identificando o animal, sua procedéncia, sinais clinicos, suspeita clinica e

lesBes macroscopicas.

Procedimentos laboratoriais para diagndéstico de ba ctérias enteropatogénicas

Os diagnodsticos de Lawsonia intracellularis foram realizados por analise
molecular, através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase - (PCR), de
amostras de conteudo intestinal de leitdes com sinais clinicos de diarréia (JONES,
1993).

Para as demais bactérias de interesse, foi realizado o processamento
bacteriol6gico, baseado na semeadura do material em meios de cultura enriquecidos
e seletivos, incubados em estufa bacteriolégica sob condicdes de aerobiose e
microaerofilia, por periodo e temperatura variavel, de acordo com a suspeita clinica.
Apés a incubacéo, foi feita a avaliacdo das caracteristicas morfolégicas das colonias
e posterior caracterizacdo fenotipica da bactéria através de testes bioquimicos
(Quinn et al. 1994).

Teste de microhemaglutinacéo
A presenca de fimbrias foi pesquisada através da técnica de
microhemaglutinacdo, com suspensodes a 1% de hemécias de cobaio, galinha, ovino

e equino em presenca de D-manose 1% (Jones & Rutter 1974).

Teste de Soroaglutinacao rapida em placa para diagn  6stico de cepas de E. coli
com fenotipo fimbrial F6 (987P)

Para realizacdo do teste as cepas de E. coli foram cultivadas em meio minca
a 37°C durante 24h. Na placa foram homogeinizados adicionados 30uL de anti-soro
monoespecifico hiperimune para Fimbria F6 (987P) e igual quantidade de uma
suspensao bacteriana padronizada para 7,0 na escala MacFarland. A leitura foi

procedida apos 1minuto (Jones & Rutter 1974).

Teste de resisténcia a antimicrobianos

As cepas potencialmente patogénicas de E. coli e os isolados de Salmonella
sp. foram submetidas ao teste de sensibilidade in vitro a antimicrobianos
(antibiograma) usando o método de disco - difusdo (NCCLS 2003), que tem como

principio o uso de disco para difusdo do principio antimicrobiano no agar, que ira
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atuar ou ndo no crescimento bacteriano local, interpretado a partir da presenca e/ou

tamanho do halo de inibicdo do crescimento bacteriano induzido (Quinn et al. 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Do total de 1.107 amostras intestinais examinadas 391, 330, 386 das fases de
maternidade, creche e recria/terminagcao, respectivamente, foram diagnosticados
diferentes agentes bacterianos (Tabela 1). Dentre os animais examinados 91,1%
(1008/1.107) foram positivos para um ou mais agentes e 8,9 % (99/1.107) foram
negativos, nao sendo detectado qualquer agente bacteriano relacionado a infecgbes

entéricas.

Tabela 1 - Agentes enteropatogénicos bacterianos diagnosticados / frequiéncia (%) em

suinos de diferentes faixas etarias, SC, 2006.

AGENTE DIAGNOSTICADO NUMERO DE DIAGNOSTICOS E FREQUENCIA (%)
0 —-25DIAS 26 — 70 DIAS 71 - 160 DIAS
Escherichia coli 297 (76) 177 (53,6) 104 (26,9)
Salmonella sp. 24 (7,3) 42 (10,9)
Clostridium sp. 17 (4,3) 5(1,5) 11 (2,8)
Brachyspira hyodysenteriae 11 (3,3) 23 (6)
Brachyspira pilosicoli 29 (8,8) 34 (8,8)
Lawsonia intracelularis 2 (0,6) 29 (7,5)
Enterobacter sp. 26 (6,6) 20 (6,1) 16 (4,1)
Pseudomonas sp. 10 (2,6) 13 (3,9)
B. pilosicoli + L. intracelularis + E. coli 26 (6,7)
B. pilosicoli + E. coli 23 (7) 43 (11,1)
Clostridium sp. + E. coli 6 (1,5) 3(0,9)
DI? 35 (9) 23 (7) 41 (10,6)
TOTAL 391 (100) 330 (100) 386 (100)

% DI - Diagndstico Inconclusivo.

De acordo com os dados do estudo, o enteropatdgeno Escherichia coli
destacou-se como o0 agente bacteriano mais frequentemente diagnosticado dos
quadros clinicos de diarréia nas fases de maternidade, creche e inicio da fase de
crescimento. Dados semelhantes foram obtidos em estudos desenvolvidos na
Franca e Estados Unidos (Romero et al. 2001, Yaeger et al. 2002). No entanto,
mesmo em cultura pura, o isolamento bacteriolégico ndo indica a participacdo da
mesma na patogénese do quadro clinico de diarréia, visto que, sua patogenicidade
esta relacionada a sua capacidade de expressar fatores de colonizacdo intestinal

como fimbrias.
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A partir da analise fenotipica das cepas isoladas de E. coli associadas a
quadros de enterites, foram diagnosticados os tipos fimbriais F5 (K99), F6 (987P), F4
(K88), F41 e F42. Estes dados corroboram com os descritos por outros autores que
associam a expressao destes fatores de colonizagcdo com a ocorréncia de infec¢oes
entéricas (Post et al. 2000, Costa et al., 2006, Mcorist & Gebhart 1999).

Os sorotipos fimbriais mais prevalentes, na fase de maternidade, foram F5
(K99) 29%, F41 10%, F42 11% e F6 (987P) 23% e a partir do desmame houve uma
maior ocorréncia de cepas F4 (K88) 27%. Dados semelhantes foram observados em
outros estudos da prevaléncia de fatores de patogénese desta bactéria (Post et al.
2000, Guedes 2006, Francis 2002).

Levando em consideracdo a faixa etaria e o tipo de enteropatégeno
bacteriano relacionado, houve a prevaléncia absoluta do agente E.coli, atuando
como agente primério nos quadros de diarréia entre o segundo e 81°dias de vida,
podendo estar associada a enterites até os 93 dias de idade. Os dados descrevem
um intervalo além do relatado por outros autores que julgam a faixa etaria de maior
suscetibilidade, até os 60 dias de idade (Schultz 2006, Mcorist & Gebhart 1999).

Possivelmente, este aumento no periodo de suscetibilidade a E. coli se deve
a interagdo com outros fatores imunodepressores, sejam estes nao-infecciosos
(superlotacéo, manejos inadequados) ou infecciosos. Neste cendrio, vem ganhando
projecdo no atual modelo de criagcdo de suinos, o circovirus suino Tipo 2 (PCV2). A
SMDS (Sindrome multissistémica do definhamento suino) que pode ser observada
em suinos entre 8 a 12 semanas de idade, desenvolve em sua patogénese um
quadro de imunodeficiéncia que predispde as infec¢des entéricas secundarias por E.
coli, Salmonella e L. intracellularis (Cochran 2006, Zanella 2005, Mores & Amaral
2001).

Os resultados obtidos indicam que o0s agentes Brachyspira pilosicoli,
Brachyspira hyodysenteriae e Lawsonia intracelullaris podem ocorrer de forma
isolada ou associada e sao as principais causas de infeccdo entérica em suinos nas
fases de crescimento/terminacdo. Estes dados estdo de acordo com o0s
demonstrados por outros estudos de levantamento realizados no Brasil e Europa,
gue referenciam estes enteropatégenos como causa mais comum de enterites entre
65 e 150 dias de idade (Baccaro et al. 2003, Romero 2001, Harris et al. 1999,
Mcorist & Gebhart,1999, Hampson & Trott 1999, Sobestiansky et al. 1999).
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Neste estudo, em 17,8% (69/386) dos casos de diarréia diagnosticados na
fase crescimento/terminacdo, observou-se a infeccdo concomitante com duas ou
mais bactérias. Dados semelhantes sdo descritos por outros autores que estudaram
85 granjas de suinos e observaram a associa¢ao de dois ou mais agentes em 39%
dos casos de diarréia na fase de crescimento/terminacdo (Thomson et al. 1998).
Levando em conta a patogénese das diarréias, a infeccdo mista, deve ser
considerado um complexo enteropatogénico, exigindo cada vez mais acbes de
controle, tratamento e profilaxia inter-relacionadas.

Neste panorama, se destacaram diferentes associacdes entre os agentes
B. pilosicoli, L. intracellularis e cepas de E. coli potencialmente patogénicas. Dados
semelhantes foram demonstrados por estudos conduzidos na Suécia, estudando
infeccbes entéricas em animais na fase de crescimento e terminacdo (Jacobson et
al. 2003, Jacobson et al. 2005). Infec¢cbes entéricas mistas envolvendo associacao
de B. pilosicoli, L. intracellularis ou B. hyodysenteriae também foram demonstradas
em 18,9% das 38 granjas amostradas no Rio Grande do Sul (Barcellos et al. 2003).

Dos 386 animais amostrados da fase de recria/terminacéo, foi possivel isolar
Salmonella sp. e diagnosticar enterocolite/salmonelose em 10,9%. Dados
semelhantes foram descritos em trabalhos de levantamento realizados na Europa e
EUA, que constataram a associacdo do agente Salmonella sp. com 9,2% e 5,3%
respectivamente, dos casos de diarréia na fase de recria e terminacdo (Romero et
al. 2001, Hurd et al. 2002). Entretanto, estudos realizados em outras regifes do
Brasil e na Franca demonstram resultados de prevaléncia da bactéria, bem
superiores, chegando a 55,7% e 43,5%, respectivamente em se tratando de animais
portadores, amostrados por ocasido do abate (Bessa et al. 2004, Garcia et al. 2004).
Esta grande variacdo, possivelmente, ocorre devido aos direcionamentos
metodoldgicos de amostragem empregados nos diferentes estudos, pois no atual
trabalho considerou-se apenas animais com manifestagéo clinica de diarréia e ndo
somente o estado de portador no momento do abate. Ja, na fase de creche
observou-se uma prevaléncia do agente de 7,3%, concordando com outros autores
que também descrevem o isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes (Kich
2006).

Apesar do diagnostico deste estudo ter levado em consideracéo os resultados
de exames bacteriologicos, clinico-patologicos e histérico de granja, ndo foi

realizado sorotipificagdo das cepas isoladas, no entanto, em suinos o sorovar
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Choleraesuis € o mais frequentemente associado a doenca clinica nos animais
(Firkins 2006, Schwartz 1999). Levantamentos feitos em abatedouros no Rio
Grande do Sul, envolvendo animais portadores, os sorovares mais prevalentes
foram Thiphymurium (24,3%), Agona (19,9%) (Bessa et al. 2004) e Panama (29,9%),
Bredeney (24,1%) e Typhimurium (20,7%) (Castagna et al. 2004), em nenhum dos
dois estudos foi encontrado o sorovar Choleraesuis, associado a doenga nos suinos.

Quanto ao isolamento do Clostridium sp nas diferentes fases de produgéo, foi
observado maior incidéncia do agente nos primeiros dias de vida dos leitdes (4,3%).
Neste estudo, ndo foram consideradas as espécies de clostridios, entretanto, as
espécies mais patogénicos para os suinos sao Clostridium perfringens tipo Ae Ce o
Clostridium difficile (Songer & Uzal 2005, Schultz 2006). Estudos de levantamento
realizados em granjas de suinos dos EUA e Suécia descrevem uma prevaléncia do
C. perfringens tipo A, tipo C e C. difficile de 7,4%, 7,6% e 20%, respectivamente
como causa de diarréias nos primeiros dias de vida dos leitdes, contudo, esta
etiologia vem adquirindo importancia crescente nas fases de maior idade dos
animais (Jacobson et al. 2003, Songer & Uzal 2005).

Os resultados de diagndstico microbioldgico dos géneros bacterianos
Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Proteus sp. e Aeromonas sp.,
deve ser interpretados com cautela, pois possivelmente, estas bactérias séo
constituintes da microbiota entérica normal dos suinos e nos casos em que sao
isolados de animais com diarréia a etiologia deve ser revista e melhor elucidada,
levando em conta a possibilidade de multifatorialidade etiol6gica das diarréias. Além
disso, ndo foram encontrados dados, na literatura consultada, relacionados a
associacdo destes agentes com a patogénese de diarréias em suinos. Portanto,
qualquer afirmacédo de envolvimento de algumas destas bactérias na causa de
infec¢Bes entéricas, precisa ser melhor esclarecida (Jacobson et al. 2003).

O sucesso do tratamento das infec¢Bes entéricas depende de uma minuciosa
avaliacdo das condicbes do ambiente, manejo, identificacdo do(s) agente(s)
etiologico(s), fatores estressores, caracteristicas do principio ativo antimicrobiano,
como via de administracdo, espectro, absorcao, eliminacéo, isento de toxicidade, e
tempo de duracdo do tratamento. Neste cenario, como em qualquer outro que se
justifique a utilizac&o de substancias antimicrobianas, € essencial o conhecimento do

perfil de sensibilidade do agente etiologico que se quer trabalhar, para utilizacdo
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mais efetiva e criteriosa dos antimicrobianos e aumentar as chances de sucesso do
programa de tratamento e/ou controle.

As cepas potencialmente patogénicas de E. coli e isolados de Salmonella sp.,
submetidas ao teste de antibiograma, apresentaram alta taxa de resisténcia a todos

0s principios ativos antimicrobianos testados (Tabela 2).

Tabela 2 - Sensibilidade in vitro a antimicrobianos de amostras de Escherichia coli e Salmonella sp.
isoladas de material entérico oriundo de suinos com diarréia, utilizando o método de disco
difusdo, SC, 2006.

PRINCIPIO ATIVO ETIOLOGIA BACTERIANA
TESTADO Escherichia coli Salmonella sp.
Frequéncia de sensibilidade (%) Frequéncia de sensibilidade (%)

Lincomicina 76,1 27,7
Amoxicilina 81 4.8

Doxicilina 77,6 23

Norfloxacina 83,3 39,3
Oxitetraciclina 94 77

Ceftiofur 57,4 22,1
Enrofloxacina 68,2 6,9
Gentamicina 62,7 3,5
Tetraciclina 89,5 42,1
Neomicina 55 6,2
Colistina 69,3 11,6

Para as amostras de E. coli isoladas de leitbes com diarréia, a menor
frequéncia de resisténcia, apesar do uso intenso na suinocultura, foi encontrado para
neomicina (45%), ceftiofur (42,6%) e gentamicina (37,3%) e maiores taxas de
resisténcia para oxitetraciclina (94%), tetraciclina (89,5%) e norfloxacina (83,3 %),
guando comparados com os demais principios antimicrobianos testados. Resultados
semelhantes de sensibilidade foram descritos por outros autores estudando
amostras de E. coli isoladas de leitdes com diarréia na regido sul do Brasil (COSTA
et al., 2006).

Quanto as amostras de Salmonella sp., isoladas de casos clinicos de diarréia,
as mesmas apresentaram alta sensibilidade a gentamicina (96,5%) amoxicilina

(95,2%) e neomicina (93,8%) e maior resisténcia a oxitetraciclina (77%), tetraciclina
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(42,1%) e norfloxacina (39,3%). Resultados de sensibilidade semelhantes foram
descritos para os antimicrobianos amoxicilina (97%), gentamicina (98%), neomicina
(96%) e tetraciclina (37%), em estudo avaliando a resisténcia a antimicrobianos de
diferentes sorovares de Salmonella sp. isoladas de suinos portadores, por ocasido

do abate (CASTAGNA et al., 2001).

CONCLUSAO

Nas diferentes fases de producdo de suinos estudadas os principais géneros
e/ou espécies de bactérias associados a patogénese das infec¢cdes entéricas foram
Escherichia coli, Clostridium sp, Salmonella sp, Brachyspira hyodysenteriae,
Brachyspira pilosicolis e Lawsonia intracellularis.

Dentre as etiologias descritas, a Escherichia coli adquire projecdo nas
diferentes faixas etérias, seja de forma isolada ou associada a outras bactérias.

As amostras de E. coli testadas apresentaram maiores indices de
sensibilidade ao ceftiofur e a gentamicina, ja, as amostras de Salmonella sp.
apresentaram alta sensibilidade a gentamicina e amoxicilina.

As infecgbOes entéricas, cada vez mais estdo voltadas a uma dindmica de
interacdo multifatorial onde os “complexos bacterianos enteropatogénicos” exercem

um papel fundamental.
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RESUMO

A Escherichia coli € uma das causas mais freqlentes e importantes de
diarréia em suinos em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi caracterizar
fenotipicamente os tipos fimbriais de cepas de E. coli isoladas de suinos com
diarréia, em diferentes faixas etérias, através do teste microhemaglutinacdo e
soroaglutinacdo e determinar o perfil de sensibilidade frente aos principais
antimicrobianos utilizados em granjas de suinos. Das 159 amostras que néo
aglutinaram eritrécitos no teste de hemaglutinacdo manose-resistente (HAMR), 57
(35%) foram positivas para a expressdo do antigeno fimbrial F6, no teste de
soroaglutinacao rapida em placa, correspondendo a 23% do total dos fendtipos
potencialmente patogénicos caracterizados. Considerando a faixa etaria e o fenétipo
fimbrial, os sorotipos de E. coli potencialmente patogénicos, mais prevalentes até a
terceira semana de idade, foram F5 (K99) 29%, F41 10%, F42 11% e F6 (987P)
23%, ja em leitdes com mais de 21 dias, predominaram cepas com fimbrias F4 (K88)
27%. Os animais foram suscetiveis as cepas F4, durante todas as faixas etérias,
mas com mais frequiéncia em idades mais avancadas, acima de 76 dias. Os maiores
indices de resisténcia foram observados para oxitetraciclina (84%), gentamicina
(76,0 %), amoxicilina (72,0%) e menor indice de resisténcia para ceftiofur (37%) e
enrofloxacina (39 %). Os menores valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
50 e 90, 0,25 e 1,0 ug/mL, respectivamente, foram observados para o ceftiofur.

PALAVRAS-CHAVE: Suinos, fimbrias, CIM, Resisténcia a antimicrobianos.

ABSTRACT

PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND OF SENSIBILITY OF S TRAINS
PATHOGENICS OF Escherichia coli ISOLATED OF PIGS WITH DIARRHEA IN
THE PHASES OF NEWBORN PIGLETS, POSTWEANING, GROWING AND
FINISH. The Escherichia coli is all over the world the one of causes most frequent
and important of diarrhea in swine. The objective of this study was to characterize
phenotypic the types fimbrials of strains of E. coli isolated of swine with diarrhea, in
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different age groups, through the test microhemagglutination and seroagglutination
and to determine the profile of sensibility front to the main antimicrobials used in the
pig farms. Of the 159 samples that not agglutinate eritrocyte in the test of manose-
resistant hemagglutination (HAMR), 57 (35%) they were positive for the expression of
the antigen fimbriae F6, in the test of fast seroagglutination in plate, corresponding to
23% of the total of the phenotypes potentially pathogenic characterized. Considering
the age group and the phenotype fimbriae, the serotypes of E. coli potentially
pathogenic, more prevalence until the third week of age, were F5 (K99) 29%, F41
10%, F42 11% and F6 (987P) 23%, already in pigs with more than 21 days age,
stumps prevailed with fimbriae F4 (K88) 27%. The animals were susceptible the
stumps F4, during all of the age groups, but with more frequency in more advanced
ages, above 76 days. The largest resistance indexes were observed for
oxytetracycline (84%), gentamicin (76%), amoxicilin (72%) and smaller resistance
index for ceftiofur (37%) and enrofloxacin (39%). The smallest values of CIM 50 and
90, 0,25 and 1,0 pg/mL, respectively, they were observed for the ceftiofur.

KEY WORDS: Swine, fimbriae, CIM, Resistance the antimicrobials.

INTRODUCAO

A colibacilose é uma das doencas mais importantes para a industria de carne
suina em todo o mundo, sendo a maior e mais freqiente causa de perdas
econdmicas e de producéo, por morbidade e mortalidade em diferentes faixas
etarias (HANSEN, 2006; ROMERO et al., 2001).

O potencial patogénico e a participagdo da Escherichia coli na patogénese
das infec¢Bes entéricas em suinos, esta intimamente associada a sua capacidade
de expressar fatores de adeséo (fimbrias) e a producéo de enterotoxinas (FRANCIS,
2002b ; GYLES et al., 2004; MARTINS et al., 2000). Os antigenos fimbriais (fimbrias)
possibilitam a adesdo/fixacdo da bactéria na mucosa intestinal, através da ligacao
especifica a receptores, situados nas células (enterdcitos) do epitélio intestinal dos
suinos e as enterotoxinas causam, diarréia secretoria e/ou lesbes vasculares
sistémicas (BERTSCHINGER, 1999; NATARO; KAPER, 1998).

As fimbrias s@o apéndices filamentosos com 2-7 nanémetros de comprimento
presentes na superficie celular (HOLLAND, 1990). Cada fimbria € composta por
centenas de subunidades polipeptidicas repetidas, que confere estrutura,
especificidade antigénica e a propriedade de ligacdo/adesdo especificas a

determinados sitios presentes nas células intestinais (GYLES et al., 2004).
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A E. coli é capaz de sintetizar varios tipos fimbriais que possibilitam a
colonizagdo do trato intestinal de diversas espécies animais. Em suinos os tipos
fimbriais mais frequentemente relacionadas com disturbios entéricos sao, F4 (K88 4,
ac, ad), F5 (K99), F6 (987P), F41, F42, e F18 4, ac (FAIRBROTHER et al., 1986;
FRANCIS, 2002a). Entretanto, a expresséao in vitro de determinados tipos fimbriais
sofre a influéncia do meio de cultivo e das condicbes de cultivo como o pH,
osmolaridade, tensdo de oxigénio e temperatura de cultivo (HOLLAND, 1990).

Considerando a caracteristica hemaglutinante, as fimbrias de E. coli podem
ser classificadas em trés grupos: fimbrias ndo hemaglutinantes, como exemplo a
fimbria F6 (987P); fimbrias tipo 1 (F1) ou manose-sensiveis (HAMS) que tém a sua
aglutinacdo com eritrocitos inibida pela manose e fimbrias manose-resistente
(HAMR) que ndo tem a hemaglutinacédo inibida pela manose (EVANS et al., 1979;
GAASTRA; GRAAF 1982; MORRIS, 1983; SNYDER; KOCH, 1966). As fimbrias
HAMR compreendem um grupo heterogéneo de estruturas da superficie bacteriana
que se liga a carboidratos, exceto a manose, presentes nos receptores dos
eritrocitos de diferentes espécies animais (EVANS et al., 1979; GAASTRA; GRAAF,
1982; MORRIS, 1983; QUADRI et al., 1994; WILSON; HOHMANN, 1974).

Além dos caracteres de adesédo, cepas de E. coli podem produzir outros
fatores de viruléncia importantes na patogenia das enfermidades como a hemolisina.
Esta caracteristica € com frequéncia considerada por alguns autores como um
marcador de clones virulentos e indicador de patogenicidade para amostras de E.
coli (LUDWIG; GOEBEL,1997; VAN DEN BOSCH et al., 1982).

O diagnostico significativo e efetivo das colibaciloses em suinos deve-se
considerar as caracteristicas clinicas e anatomopatoldogicas, isolamento
microbiolégico e principalmente a caracterizacdo fenotipica e/ou genotipica do
potencial patogénico, pois a maioria das cepas de E.coli presentes no trato
gastrintestinal sdo comensais nao patogénicos e assim, podem confundir o
diagndstico do agente etiologico efetivo (BERTSCHINGER, 1999; HOLLAND, 1990).

Atualmente, diversos sdo os recursos utilizados para diagnosticar e biotipificar
os fatores de patogénese de E. coli. Para avaliar a expressao fenotipica
(fenotipificacdo) dos tipos fimbriais os testes mais frequentemente utilizados séo
hidrofobicidade, adesdo celular, microhemaglutinacdo, ensaio imunoenzimatico
(ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFA) e sorologia. Para genotipificacdo tem sido

utilizado o teste da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (FRANCIS, 2002b;
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GUEDES, 2006a). A intensificagdo da suinocultura modificou a relagdo de equilibrio
entre “parasita — hospedeiro — ambiente” criando condi¢Oes para que agentes que se
mantinham em equilibrio no ambiente, viessem a exercer um efeito patogénico. A
estratégia mais adotada para ajudar a restabelecer o equilibrio perdido, prevenir,
controlar e tratar as diversas infec¢es, dentre elas as enterites, tem sido a terapia
antimicrobiana (BURCH, 2000).

Os objetivos deste estudo foram caracterizar fenotipicamente o0s tipos
fimbriais de cepas de E. coli isoladas de suinos com diarréia através de
microhemaglutinacdo, sorologia e determinar o perfil frente aos principais

antimicrobianos utilizados em suinocultura.

MATERIAL E METODOS

1.1. Selecdo e amostragem do rebanho: neste estudo foram utilizados 349
animais, das fases de maternidade, creche crescimento/terminacdo com sinais
clinicos de diarréia. Foram amostradas 176 granjas localizadas em 11 microrregioes
geograficas do estado de Santa Catarina. A obtencdo do material para analise
laboratorial foi feita a partir da necropsia dos animais a campo, € no caso de animais
de terminacdo, a coleta foi realizada na linha de abate durante a etapa de
evisceracdo. Foram coletadas amostras de segmentos intestinais, contemplando

intestino delgado e grosso.

1.2. Processamento microbiologico: o0 isolamento das cepas de E. coli foi
realizado semeando o material entérico em placas de agar sangue ovino 5% (AS) e
agar Mac Conkey (MC), incubadas durante 24 horas a 37C em atmosfera de
aerobiose. As colbnias caracteristicas foram submetidas a coloracdo de Gram e
identificadas fenotipicamente através de testes bioquimicos (QUINN et al., 1994).
Uma coldnia isolada das culturas positivas foi repicada para AS e utilizada na

caracterizacao fenotipica.

Caracterizacao fenotipica: as fimbrias foram pesquisadas através da técnica de
microhemaglutinacdo (HA), com suspensdes a 1% de hemacias de cobaio, galinha,
ovino e equino em presenca de D-manose 1%. As suspensdes de hemacias foram

obtidas de sangue fresco, ap0s coleta em solucdo anticoagulante de Alsever e
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lavagens sucessivas com solugdo salina tamponada (PBS - Phosphate buffer
solution), pH 7,4. As culturas bacterianas foram crescidas em meio meio Minca a 37
T durante 24 horas. O teste foi realizado em micro placa de base em “U”. Foram
realizadas diluicbes seriadas em PBS a partir de 1:2 até 1:128, em volumes de 50ul,
da suspenséao bacteriana padronizada a uma leitura no espectrofotdmetro de 2 D.O
a 675 nm e 50uL da suspensédo de eritrécitos a 1%. A leitura e interpretacao foi feita
ap6s 12 horas de incubacdo a 4°C (AWAD-MASALMEH et al., 1982; JONES;
RUTTER, 1974).).

1.3. Teste de resisténcia a antimicrobianos. As cepas potencialmente
patogénicas de E. coli foram submetidas ao teste da concentragdo inibitoria minima
(CIM). As amostras de E. coli foram inoculadas em caldo Muller Hinton (Difco) e
incubadas a 37°C por 3 horas. Apds este periodo, a cultura foi diluida em solucéo
salina até atingir um nivel de turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland ou
uma concentracédo de aproximadamente 10° UFC/mL de caldo. Em cada poco da
microplaca de fundo em U foram depositadas aliqguotas de 50 pyL da cultura. Um
volume igual, do antimicrobiano, foi adicionado no primeiro po¢o de cada linha e a
partir deste, diluido no fator 1:2 até a concentragdo minima desejada. As
microplacas foram incubadas a 37<C por 18 horas. Ap 0s a incubacgéo procedeu-se a
classificacdo das amostras em sensivel, intermediario e resistente (NCCLS, 2003). A

padronizacdo da prova foi realizada com a amostra E. coli ATCC 25922.

1.4. Producéo dos soros e determinacdo dos antigeno s fimbriais: anti-fimbrias
987P e K99 foram a producéo de soros e analise sorologica das amostras de E. coli
foi realizada na EMBRAPA — Suinos e Aves, Concordia, SC. Os soros hiperimunes
monoespecificos produzidos a partir de cepas de E. coli que expressavam as
respectivas fimbrias na superficie bacteriana. As cepas foram cultivadas em meio
Minca a 37°C durante 24h e as células foram ressuspendidas em tampéo fosfato
(PBS) com 0,4% de formalina, incubadas por 6 horas a 37C e por uma noite a 4C
e padronizadas para um inéculo de 2x10° células/mL. Coelhos albinos, machos
adultos, foram inoculados no dia zero com 0,5mL do inéculo (suspenséo bacteriana
inativado com formol, via subcutanea (SC), previamente padronizado e,
posteriormente, em intervalos de quatro dias, procedia-se a inoculagdo dos volumes

de 0,5 mL (suspenséo bacteriana inativada com formol via subcutanea (SC)); 0,5 mL
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(suspensao bacteriana inativada com formol intravenosa (1V)) e posteriormente 1,0;
2,0; 3,0 e 3,0 mL (suspensédo bacteriana viva, 1V). No sétimo dia apds a ultima
inoculacdo, os animais foram eutanasiados, o sangue coletado, o soro separado e
aliquotados, adicionados de 25% de glicerol e conservados a -20°C. Posteriormente,
o soro foi adsorvido com a respectiva cepa bacteriana, cultivada a 18° C durante 4
dias em meio Triple sugar iron (TSA), para remover 0s anticorpos anti-antigenos K e
0.

A determinacdo dos antigenos fimbriais foi realizada por soroaglutinacéo
rapida em lamina (SARP). Para realizar o teste as cepas de E. coli foram cultivadas
em meio Minca a 37°C durante 24h. Numa placa foram adicionados 30pL de anti-
soro monoespecifico e igual quantidade de uma suspensao bacteriana padronizada
para 7,0 da escala MacFarland. A leitura foi procedida apds um minuto de
homogeneizacao (JONES, 1974).

1.5. Deteccdo de atividade hemoalitica: a atividade hemolitica foi avaliada
utilizando agar sangue contendo 5% de sangue de ovino desfibrinado, seguida de
incubacdo por 24 horas a 37C 24h para avaliacdo visual do halo de hemdlise
(LUDWIG, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de microhemaglutinacdo em presenca de manose (HAMR)
estdo apresentados na (Tabela 1).

Das 349 cepas de E. coli estudadas, 159 (45,7%) nao apresentaram atividade
hemaglutinante no teste HA resistente & manose, aos eritrocitos utilizados. Os dados
encontrados sdo semelhantes aos resultados descritos por outros autores que,
estudando fatores de patogénese avaliando fenétipo fimbrial de cepas de E.coli
isoladas de leitdes com diarréia, observaram que 38% e 62% das cepas de E. coli,
respectivamente, ndo apresentaram hemaglutinacdo em presenca de manose
(BRITO et al., 2003; KLEIN et al., 2003).

Os dados deste trabalho demonstraram que de 159 amostras nao
hemaglutinantes, 57 (36%), foram positivas para o fenotipo fimbrial F6 no teste de

soroaglutinacdo rapida em placa (SARP). Estas observagbes refletem que os
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resultados negativos no teste de HA devem ser interpretados com cautela, pois esse
perfil, no teste de HA, pode indicar a presenca de diferentes biotipos fimbriais, ou
seja, aléem do antigeno fimbrial F6, pode sugerir fendtipos F1(Fimbrias Tipo 1),
negativo para todas as fimbrias, ou ainda, a possibilidade de novos fatores de
adesdo, ainda sem padronizacdo hemaglutinante. Neste contexto faz-se necessario
a utiizagdo de um teste diferencial como aglutinacdo em latex, sorologia
monoespecifica ou teste de ELISA para caracterizacdo fenotipica e diferencial das
amostras F6.

Além disso, é importante considerar a participacdo cada vez mais frequiente e
significativa dos biotipos F6 e F1 na patogénese das diarréias em leitdes até os 21
dias de idade e a relacdo entre a expressdo dos diferentes fatores de viruléncia
(HOLLAND, 1990; JONES; RUTTER, 1974; MARTINS et al., 2000).

Avaliando fatores de viruléncia de cepas de E. coli, outros estudos
demonstraram que ha uma intima e importante relacdo entre o potencial de
expressdo de adesinas fimbriais e a capacidade de expressdo de enterotoxinas,
assim como, producdo de toxinas sem apresentar o antigeno fimbrial que, neste
caso, € explicado pela perda do plasmideo que codifica o fator de adesédo durante os
procedimentos laboratoriais (MARTINS et al., 2000; OSEK, 1999; POST et al.,
2000).

Os demais 54,3% das 349 cepas de E. coli, tiveram um perfil determinado de
hemaglutinacdo para os eritrécitos das diferentes espécies no teste de HA em
presenca de D-manose. Estes dados s&o semelhantes aos resultados descritos por
outros autores que observaram uma frequéncia de atividade HAMR as hemécias de
ovino, cobaia, equino e galinha de 62,1% , estudando fendtipos virulentos de E. coli
isoladas de leitdes com diarréia de diferentes faixas etérias (BRITO et al, 2003).

Considerando a faixa etaria e o fenétipo fimbrial encontrado neste estudo
(Tabela 1), foi observado que os sorotipos fimbriais mais prevalentes na faixa etaria
até 21 dias foram F41 10%, F42 11%, F6 (987P) 23% e F5 (K99) 29% e em idades a
partir dos 22 dias, houve uma maior ocorréncia de cepas portadoras do tipo fimbrial
F4 (K88) 27%. Dados semelhantes foram demonstrados em outros trabalhos
realizados no EUA, estudando a prevaléncia de fatores de patogénese desta
bactéria (FRANCIS, 2002a; POST et al., 2000,).

Esta disposicao dos fendtipos fimbriais, observada neste estudo, caracterizam

efetivamente uma predisposicéo dos leitbes em determinadas faixas etarias a tipos
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fimbriais especificos. Esta observacdo é confirmada por outros autores que
estudando a incidéncia e viruléncia de amostras de E. coli, descrevem padrbes de
susceptibilidade aos diferentes grupos antigénicos de E. coli patogénicas associadas
a idade, determinada pela variabilidade na condicdo de expresséo e disponibilidade
de receptores na membrana plasmatica dos enterécitos dos suinos (AWAD-
MASALMEH et al., 1982; FRANCIS, 2002a).

Em relacdo as cepas que expressaram o antigeno F4 (K88), observou-se que
estas ocorrem em leitbes de todas as faixas etarias estudadas, com maior
frequéncia a partir dos 26 dias de idade chegando a estar associado a quadros de
colibacilose em animais com mais de 76 dias.

Os dados de ocorréncia em diversas fases corroboram com afirmacdes de
outros autores que citam que o antigeno F4 (K88) pode acometer animais de 0-8
semanas de idade, mas com maior frequéncia a partir da terceira semana,
esbarrando num quadro de resisténcia por parte do animal a partir dos 60 dias. A
suscetibilidade ou resisténcia a este fendtipo estd associada a uma caracteristica
autossbmica que determina a expressao de componentes que atuam como
receptores fimbriais no intestino dos leitdes. J& o estado de resisténcia se da devido
aos receptores serem bloqueados por compostos presentes no contetdo intestinal,
pelo glicocélice, mudanca de alimentag&o ou estabelecimento de defesas imunitarias
direcionadas e naturais (FRANCIS, 2002a; HOLLAND, 1990; NATARO; KAPER,
1998; OSEK, 1999).

Entretanto, a associacdo de cepas de E. coli K88 com quadros de diarréia em
animais com mais de 80 dias, possivelmente se deve a interacdo das cepas de E.
coli potencialmente patogénicas, com outros fatores infecciosos (virus, bactérias,
fungos) ou nao infecciosos (superlotacdo, manejos inadequados, micotoxinas) que
levam a um quadro de imunodepresséo. O circovirus suino (PCV2) vem ganhando
projecdo no atual modelo de exploracdo de suinos, devido ao quadro de
comprometimento imunoldgico que causa nos animais. As observacdes feitas neste
estudo corroboram com as descricfes feitas por outros autores, que estudando as
co—infeccbes virais e bacterianas em suinos, descrevem que a Sindrome
Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), doenca causada pelo
circovirus (PCV2), € mais observada em suinos entre 8 e 12 semanas de idade e

desenvolve em sua patogénese um quadro de imunodeficiéncia, predispondo a
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ocorréncia de infecgbes entéricas mistas, onde vem se destacando cada vez mais
frequente a E. coli (COCHRAN, 2006).

As cepas de E. coli F5, F6, F41 e F42 ocorreram com grande freqiéncia em
animais até a terceira semana de vida. Dados semelhantes foram descritos por
outros autores que estudando a freqiiéncia de fatores de viruléncia e cepas de E.coli
isoladas de animais com diarréia, encontraram uma disposicao etaria similar para os
referidos biotipos fimbriais (FAIRBROTHER et al., 1986; GUEDES et al., 2006b).
Além disso, outros autores descrevem que as cepas de E. coli F5, F6 e F41 séo
idade-restritas, pois s6 acometem leitdes até a segunda semana de vida. Esta
configuragdo ocorre porque a concentracdo dos receptores para F5 diminui
rapidamente com o crescimento dos animais, e 0s receptores para F6, F41 e F42
sdo bloqueados por ligantes analogos presentes no conteudo intestinal ou pelo
glicocélice, que recobre a mucosa entérica (FRANCIS, 2002a).

Quanto a expressdo de hemolisinas, das 349 amostras de E. coli estudadas
104 (29,7%) eram positivas para producdo de hemolise na semeadura em meio de
cultura agar com 5% de sangue ovino. Destas, 19 (8,6 %) foram isoladas de leitdes
com até 21 dias de idade e 85 (65,4%) eram amostras de leitbes com idade acima
de 21 dias. Dados semelhantes foram descritos por outros autores, que avaliando
este fenotipo em amostras de E. coli isoladas de leitdes com diarréia, descreveram
uma frequéncia de 26,4% de positividade para a producdo de hemolisinas, sendo
entre 5 e 8% em amostras provenientes de leitdes lactentes e 52% em amostras de
leitbes desmamados (BRITO et al , 2003; MARTINS et al, 2000).

Estes dados revelam que esta caracteristica fenotipica, ndo deve ser utilizada
como critério para selecionar cepas patogénicas de E. coli, que causam diarréia em
leitdes lactentes, pois estas podem ser ou ndo hemoliticas, porém, pode ser usado
com certa seguranca para selecionar biotipos patogénicos isolados de animais
acima de 21 dias de idade ou desmamados. Estes dados concordam com as
informacdes descritas por outros autores que associam a producao de hemolisinas
com maior freqiéncia aos patotipos fimbrias F4 e F18, freqlientes ap0s a terceira
semana de vida, e ndo aos os biotipos F5, F6, F41 e F42 que ocorrem mais na fase
lactente do leitdo (BRITO et al., 2003; FRANCIS, 2002b; MARTINS et al., 2000).

Considerando que as 349 amostras de E. coli estudadas, obtidas pelo
isolamento a partir de animais com diarréia, destas, apenas 247 (70,7%) das

amostras tiveram seu fenétipo patogénico comprovado através dos teste de HA e
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sorologia. Isso representa que se o diagnéstico fosse baseado apenas no
isolamento, teria uma margem de 102 (29,3%) dos diagndsticos, que provavelmente
seriam errdneos, pois estas amostras ndo expressaram potencial patogénico.
Entretanto, deve-se considerar possiveis limitacbes dos estudos fenotipicos e
genotipicos. Pois alguns autores descrevem em estudos comparativos nos testes
fenotipicos que a bactéria pode ndo expressar o fendtipo em condi¢des in vitro ou vir
a perder a caracteristica genética (plasmidio) durante os procedimentos de cultivo.
Quanto ao estudo genotipico, deve se considerar o risco de enumerar e mensurar a
presengca gene/genes que necessariamente ndo sao funcionais e que o fator de
viruléncia ndo esta sendo expresso (AWAD-MASALMEH et al., 1982; FRANCIS,
2002a). Desta forma, para o diagnoéstico efetivo das diarréias, outras possibilidades
etiologicas sejam estas infecciosas (virus, protozoarios e bactérias) ou né&o
infecciosas (intoxicacdes, ambiente, manejo) devem ser sempre pesquisadas.

As amostras de E. coli analisadas revelaram elevado indice de resisténcia aos
diferentes antimicrobianos testados (Tabela 2).

Os indices de resisténcia observados, ceftiofur (37%), enrofloxacina (39%),
norfloxacina (63 %), neomicina (66%), noxicilina (67%), colistina (69%), amoxicilina
(72%), e gentamicina (76%), oxitetraciclina (84%) diferiram dos dados obtidos por
outros autores que, estudando a resisténcia antimicrobiana de amostras de e. coli
isoladas de leitdes com diarréia em granjas de suinos na Croacia, verificaram
valores de resisténcia menores para colistina (5%), neomicina (24%), norfloxacina
(24%), enrofloxacina (24%), gentamicina (38%) e amoxicilina (52%) e valores de
resisténcia bem superiores para doxicilina (90%) e oxitetraciclina (100 %) (HABRUM
et al., 2004).

As diferencas observadas entre os resultados dos diferentes trabalhos,
podem ser atribuidas aos diferentes regimes de tratamentos, frequiéncia, objetivos,
dosagens, tempo de wuso, critérios de selecdo e utilizacdo dos agentes
antimicrobianos mais usados nos programas sanitarios e de manejo nas diferentes
regides, pois deve-se considerar que estes fatores atuam diretamente na pressao de
selecao de populacdes bacterianas resistentes.

Em relacdo aos valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) 50 e 90,
foram encontrados valores acima dos relatados por outros autores, que estudando a
resisténcia antimicrobiana de amostras de E. coli isoladas de leitdes com diarréia,

verificaram valores superiores para CIM 50 e 90 para a maioria das drogas, exceto
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para Ceftiofur onde os valores foram de 1,0 e 2,0 pg/mL, respectivamente
(BACARRO et al., 2002), enquanto neste trabalho foram observados valores de 0,25
e 1,0 pg/mL para CIM 50 e 90.

CONCLUSAO

Os fendtipos fimbriais caracterizados nas diferentes faixas etarias foram F4,
F5, F6, F41 e F42.

As amostras de E. coli testadas apresentaram maior sensibilidade a ceftiofur e
enrofloxacina.

A tipificacdo diagnoéstica das amostras se faz cada vez mais necessaria para

tornar realmente efetivo o diagndstico das colibaciloses em suinos.

Tabela 1 — Distribuicédo e freqiiéncia dos fenotipos fimbrias de Escherichia coli, isoladas de leitbes
com diarréias em diferentes faixas etarias, diagnosticados pelo teste de
microhemoaglutinacao manose-resistente e soroaglutinacao rapida em placa, SC, 2006.

ANTIGENO FIMBRIAL DISTRIBUICAO E HEMOLISE DISTRIBUICAO E FREQUENCIA (%) POR FAIXA
FREQUENCIA (%) ETARIA
OF 0-25 dias 26-75 dias > 76 dias

HAMR Positivas 190 (54,3) 72 123 (56,2) 48 (51,1) 19 (52,8)
HAMR Negativas 159 (45,7) 32 96 (43,8) 46 (48,9) 17 (47,2)
F4 (K88) 66 (19) 63 9 (4,1) 39 (41) 19 (52)
F5 (K99) 73 (21) 0 70 (32) 2 (2,6) 0

F6 (987P) 57 (16,3) 8 57 (26) 0 0
F41 24 (6,8) 8 20 (9) 4(4.3) 0
F42 27 (7.7) 1 24 (11) 3(3,1) 0
SAFD? 102 (29,2) 24 39 (17,9) 46 (49) 17 (48)

“Atividade hemolitica positiva;  “Sem antigeno fimbrial definido.

Tabela 2 — Valores de CIM capazes de inibir 50 % e 90% das amostras analisadas e frequiéncia (%)
de resisténcia das amostras de Escherichia coli em relacdo aos antimicrobianos testados,

SC, 2006.

Antimicrobiano Concentracao (ug/ml) CIM 50% CIM 90° Freqiéncia de resisténcia (%)
Ceftiofur 0,25- 128 0,25 1 37
Norfloxacina 0,008 - 32 >32 >32 63
Doxicilina 0,25-128 8 >16 67
Colistina 0,008 - 32 2 4 69
Amoxicilina 0,25-128 >32 >32 72
Enrofloxacina 0,008 - 32 0,5 >32 39
Neomicina 0,25 - 128 32 >128 66
Gentamicina 0,25 - 128 16 >128 76
Oxitetraciclina 0,25 -128 >128 >128 84

- CIM necessaria para inibir o crescimento de 50% das amostras testadas. °- CIM necessaria para inibir o crescimento de
90% das amostras testadas.
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DISCUSSAO GERAL

Com intensificacdo do processo produtivo, a diarréia tornou-se uma das
doencas de maior importancia na suinocultura. As perdas ocasionadas pela diarréia
sao decorrentes do aumento de mortalidade, baixa performance, refugagem, gastos
com programas de controle. Estudos realizados na Europa constataram que as
doencas bacterianas entéricas sdo responsaveis por 34,21% da mortalidade de
leitdes considerando as fases de maternidade, creche e terminagdo e podem
representar um acréscimo de 58% no custo total de producdo (BURCH, 2000;
ROMERO et al., 2001; TZIKA et al., 2002).

A causa de diarréia em leitdes é resultado da interacao negativa de diversos
fatores, e a simples presenca de patégenos entéricos nem sempre € suficiente para
produzir a doenca clinica. As perdas por morbidade e mortalidade dependem das
defesas imunoldgicas especificas e inespecificas do hospedeiro, potencial
patogénico do agente e da presenca de fatores predisponentes como pressao de
infeccdo e manejos inadequados.

Entre as principais etiologias bacterianas associadas a patogénese das
diarréias na fase pré-desmame, destacam-se a E. coli com fenétipos fimbriais F4,
F5, F6, F41 e F42 e Clostridium sp. (BERTSCHINGER, 1999; FRANCIS, 2002a;
FRANCIS, 2002b; HOLAND, 1990; LANZA, 1998; SONGER, 1996; STRAW et al.,
1999; YAEGER et al., 2002) e no pos - desmame E. coli com fenoétipo fimbrial F4,
Salmonella sp., Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli e Lawsonia
intracellularis (CHIU et al., 2004; HAMPSON; TROTT, 1999; McORIST; GEBHART,
1999; GUEDES; GEBHART, 2001; ROMERO et al., 2001; SCHWARTZ, 1999). Deve
ser considerado cada vez mais infec¢des entéricas mistas, voltadas a uma dindmica
de interagcdo multifatorial em que os “complexos bacterianos enteropatogénicos”,

exercem um papel fundamental.
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Com a evolucdo das metodologias de diagnostico laboratorial, monitoramento
clinico, avaliagdes epidemioldgicas e ecopatologicos (estudos dos fatores de risco)
cada vez mais se deve considerar o diagnostico das diarréias como multifatorial e a
simples presenca de patdgenos entéricos nhem sempre deve ser encarado como
conclusivo.

Devido a intensificacdo do processo produtivo, os dados de avaliacdo
epidemioldgica de uma regido ou rebanho séo essenciais para implementacdo ou
implantacéo de programas sanitarios representativos e eficientes.

A Escherichia coli enterotoxigénica é o agente etiologico de diarréia neonatal
e pos-desmame mais importante na suinocultura. E cada vez mais desejavel a
caracterizacao fenotipica dos isolados para fornecer evidéncias de que ele € de fato
virulento. Essa informacédo, além de caracterizar a etiologia efetivamente, auxilia nos
programas de imunizacao e evita diagnosticos mascarados.

Devido os riscos de resisténcia bacteriana, contaminacdo ambiental e a
representatividade no custo de producdo a utilizacdo de antimicrobianos para
tratamento, controle e profilaxia das diarréias deve considerar o diagnostico efetivo
do agente etiolégico envolvido, perfil de sensibilidade, condicbes de manejo,
ambiente e conhecimento farmacologico acerca da droga (ANDRADE, 2002;
FRANCIS, 2002a; GYLES et al., 2004; HOLAND, 1990).

Sabidamente, no Brasil sdo poucas as informacgdes epidemiolégicas sobre as
etiologias bacterianas infecciosas de diarréia nas diferentes faixas etarias e
fendtipos fimbriais de cepas de E. coli isoladas de animais com diarréia e a
respectiva sensibilidade frente aos antimicrobianos mais frequentemente utilizados
na suinocultura.

Os dados obtidos no primeiro estudo revelam que os principais géneros /
espécies bacterianos diagnosticados a partir de casos de diarréia em suinos foram
E. coli, Clostridium sp., Salmonella sp., Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira
pilosicoli e Lawsonia intracellularis, perfil semelhante ao descrito por outros autores
(BERTSCHINGER, 1999; CHIU et al., 2004; FRANCIS, 2002a; FRANCIS, 2002b;
GUEDES; GEBHART, 2001; HAMPSON; TROTT, 1999; HOLAND, 1990; LANZA,
1998; McORIST; GEBHART, 1999; PEARCE, 1999; ROMERO et al., 2001,
SCHWARTZ, 1999; SONGER, 1996; STRAW et al., 1999; YAEGER et al., 2002;)

A E. coli foi o enteropatdogeno mais frequentemente isolado como agente

primario ou de forma associada dos casos de diarréia pré e pos-desmame,
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caracterizando a devida importancia da bactéria como agente infeccioso entérico,
apesar da evolucdo nos processo de producdo de suinos (BERTSCHINGER, 1999;
GRANGE et al., 1998; NAGY; FEKETE, 2005; THOMSON, 2001). A E. coli estava
associada a patogénese de quadros clinicos de diarréia do segundo ao 81° dia de
vida dos leitdes, caracterizando uma possivel interagdo com outros agentes
infecciosos e alteragbes na suscetibilidade dos animais ou aumento na capacidade
de viruléncia das cepas, pois outros autores descrevem que as cepas de E. coli
patogénicas afetam leitdes até no maximo 60 dias de idade (SOBESTIANSKY, et al.,
1999; BERSTSCHINGER, 1999).

A partir destes dados de levantamento, o segundo trabalho propos
caracterizar fenotipicamente os tipos fimbriais de cepas de E. coli isoladas de suinos
com diarréia nas diferentes faixas etarias através de microhemaglutinacéo, sorologia
e determinar o perfil de sensibilidade das cepas isoladas frente aos principais
antimicrobianos utilizados no tratamento das colibaciloses em granjas de suinos.

As técnicas de analise fenotipica utilizadas foram microhemaglutinacéo
resistente a manose para caracterizar os antigenos fimbrias F4, F5, F41 e F42 e
soroaglutinacdo rapida em placa para o antigeno F6, ndo-hemaglutinante. Estas
técnicas foram escolhidas por serem técnicas frequentemente utilizadas por outros
pesquisadores e por ser um procedimento relativamente simples e de baixo custo.

Considerando a faixa etaria e o fendtipo fimbrial, os sorotipos de E. coli
potencialmente patogénicos, mais prevalentes até a terceira semana de idade, foram
F5 (K99), F7 (F41), F8 (F42) e F6, ja em leitdes com mais de 21 dias, predominaram
cepas com fimbrias F4 (K88). Essa abordagem revela que a maioria das cepas de
ETEC importantes na colibacilose suina esta relacionado a um conjunto restrito de
fendtipos fimbriais e estes se relacionam de forma especifica em determinadas
faixas etarias (BERTSCHINGER, 1999; FAIRBROTHER et al.,, 1986; FRANCIS,
2002a; FRANCIS, 2002b; GUEDES et al, 2006; HOLAND, 1990; RIPPINGER et al.,
1995). Essa configuracdo de suscetibilidade € um reflexo da presenca e
disponibilidade de receptores aos varios tipos de fimbrias na superficie do epitélio
intestinal dos leitbes (FRANCIS, 2002b). Considerando as diferentes fases de
producédo, a dindmica pode ser explicada pela diminuicdo rapida de receptores para
K99 conforme o leitdo vai crescendo enquanto os receptores para F6 (987P), F41 e
F42, sao provavelmente bloqueados por compostos analogos ou glicocalice

presentes no conteudo intestinal. Ja os receptores para F4 (K88) podem ser
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expressos desde o0 nascimento, entretanto ocorrem com maior frequéncia em
animais acima de 21 dias (FRANCIS, 2002a; FRANCIS, 2002b; NAGY; FEKETE,
2005; NATARO; KARPER, 1998)

Os animais foram suscetiveis as cepas F4, durante todas as faixas etarias,
mas com mais frequiéncia em idades mais avancadas, acima de 76 dias. Revelando
uma interacdo com outros enteropatdgenos, aumento na suscetibilidade dos animais
ou no potencial de viruléncia das cepas de E. coli.

A caracteristica hemolitica, foi observada na maioria absoluta das cepas de E.
coli isoladas de leitbes com idade acima de 21 dias, fase na qual predominara
amostras K88 e foi menos observada nas fase inicial. Este padrao esta condicionado
ao fato de que os genes codificantes das hemolisinas geralmente estédo localizados
nos mesmos plasmideos de viruléncia que contém os genes da fimbria K88,
relacionada a diarréia em diferentes fase de producdo mas com maior freqiiéncia em
leitdes desmamados (CAVALIERI, 1984; FRANCIS, 2002b; BERTSCHINGER, 1999;
SOBESTIANSKY et al., 1999).

Os indices de resisténcia aos antimicrobianos foram estimados através do
teste da concentragdo inibitéria minima (CIM) como uma forma de melhorar os
critérios de utilizagdo dos diversos antimicrobianos no tratamento, controle e
profilaxia das colibaciloses em suinos.

Quando submetidas ao teste de antibiograma, as cepas de E. coli e
Salmonella sp., apresentaram altos indices de resisténcia ao antimicrobianos mais
frequentemente utilizados na suinocultura para o tratamento das enterites. A
resisténcia bacteriana pode ser induzida ou transferida por diversos mecanismos,
podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de
diferentes populacbes, como da microbiota animal para humana e vice-versa,
normalmente induzida pela presenca ou transferéncia de plasmideos (ANDRADE,
2002; GYLES et al., 2004; HOLAND, 1990).
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CONCLUSOES FINAIS

4 Os principais géneros e/ou espécies de enteropatdogenos diagnosticados nas
diferentes fases de producgéo foram Escherichia coli, Clostridium sp., Salmonella sp.,
Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli e Lawsonia intracellularis;

4 A Escherichia coli foi a bactéria diagnosticada como causa mais frequente de

diarréia em suinos nas diferentes faixas etarias.

4 Através da HAMR e sorologia monoespecifica foi possivel diagnosticar os
fendtipos fimbriais F4, F5, F6, F41 e F42.
4 No teste de disco difusdo, as amostras de E. coli testadas apresentaram

maiores indices de sensibilidade ao ceftiofur e a gentamicina, ja, as amostras de
Salmonella sp. apresentaram alta sensibilidade a gentamicina e amoxicilina.

4 No teste de CIM, as amostras de E. coli testadas apresentaram maior
sensibilidade a ceftiofur e enrofloxacina.

v A associacdo de infec¢cdes mistas com a patogénese das diarréias nas
diferentes fases de producgéao tém um papel fundamental.

4 A tipificacdo se faz cada vez mais necessaria para tornar realmente efetivo o
diagnéstico das colibaciloses em suinos.

4 Sugere-se um estudo futuro envolvendo a caracterizagdo genotipica das
amostras de E. coli, como forma de associar a presenca de genes determinantes de

fatores de viruléncia e sua expressao.



