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ABSTRACT

Background: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the etiologic agent of post weaning colibacillosis, one of the
most important diseases in pig farming. The pathogenesis of the disease is associated with two virulence factors (VF),
fimbriae and enterotoxins. In veterinary medicine, the use of antibiotics can lead to the selection of resistant bacteria. The
association of VF and antibiotic resistance is an important mechanism for bacterial survival under adverse conditions. This
study aimed to determine the VF and antimicrobial susceptibility of ETEC isolates from piglets with diarrhea and analyze
the association between these factors.

Materials, Methods & Results: A total of 185 rectal swabs were collected from weaned piglets in Brazilian farms of the states
of Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Minas Gerais and Goias. The isolation of ETEC was carried out on blood and
MacConkey Agar and characterization by biochemical tests and detection by PCR of fimbrial genes F4, F45, F6, F18 and
F41, and toxins genes LT, STa, STb and STx2e. Antimicrobial susceptibility profiles were determined by Agar diffusion test
for amoxicillin, ampicillin, ceftiofur, ciprofloxacin, colistin, doxycycline, enrofloxacin, florfenicol, gentamicin, neomycin,
norfloxacin, oxytetracycline, streptomycin, tetracycline, lincomycin + spectinomycin and sulfamethoxazole + trimethoprim.
The association between VF and antimicrobials resistance results was determined by Chi-square and Fisher test (P < 0.05).
A total of 376 isolates were analyzed. The frequencies of fimbriae and toxins amplified were: F4 (31.6%), F18 (18.9%), F5
(4.2%) and toxins STa (43.1%), STb (24.7%), LT (21.8%) and STx2e (5.3%). Antibiotic resistance was higher to tetracycline
(96.3%), florfenicol (95.2%), oxytetracycline (93.62%) and doxycycline (90.7%). Lowest levels of resistance were to ceftiofur
(2.1%), colistin (9.8%), lincomycin + spectinomicin (15.4%) and neomycin (23.1%). The association of VF and resistance
was significant for fimbriae F4 and streptomycin and sulfamethoxazole + trimethoprim; F5 and enrofloxacin, ciprofloxacin
and norfloxacin; F18 and amoxicillin, ampicillin, doxycycline, enrofloxacin, norfloxacin, ciprofloxacin and sulfamethoxa-
zole + trimethoprim. Among the toxins LT and tetracycline, streptomycin and florfenicol; STa and amoxicillin, ampicillin,
oxytetracycline, enrofloxacin and sulfamethoxazole + trimethoprim; STb and colistin and streptomycin.

Discussion: Resistance to all antimicrobials was observed, with higher levels for tetracyclines and lower to ceftiofur and
lincomycin + spectinomycin. Several studies have reported ETEC virotype variation which can be influenced by manage-
ment differences in pig farms. The presence of VF and acquisition of antimicrobial resistance mechanisms might be related
to evolutionary factors, infection pressure and intensive use of antibiotics. E. coli is considered one of the most versatile
bacterial species and its diversity in adaptability is due to its genomic plasticity, influencing the capacity to colonize nu-
merous host species. This is possible by mechanisms such as gain or loss of genes through lateral transfer of plasmids,
transposons and integrons, which vary regarding the environment to which they are exposed. More studies are needed to
correlate genetically the interaction of antimicrobial resistance and virulence genes to elucidate if the virulence expression
is affected by chromosomal mutations that lead to specific resistance or/ and both determinants are inserted into the same
mobile genetic element, such as a conjugative plasmid.
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INTRODUCAO

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é
o agente etioldgico da colibacilose pds desmame em
suinos, doenca descrita em todo o mundo e considerada
como uma das mais importantes enfermidades na sui-
nocultura [12]. A patogénese da doenca € relacionada
basicamente com dois fatores de viruléncia: adesdo,
mediada por fimbrias, sendo as principais para suinos,
F4, F5, F6, F7 e F18 [9] e producao das enterotoxinas
termolabil (LT) e/ou termoestaveis (STa e STb) [11].
Esses fatores de viruléncia sdao necessdrios para auxiliar
na colonizagao de sitios no hospedeiro e para a evasao
do sistema imune [4].

Na medicina veterindria, o uso intensivo de
antimicrobianos pode resultar na selecdo de bactérias
resistentes, tornando a acio dos principios ativos menos
eficazes [26] e permitindo que bactérias patogé€nicas
se adaptem ao ambiente competitivo [4]. A associag@o
de fatores de viruléncia e resisténcia a antibidticos sao
importantes mecanismos necessarios para sobrevivén-
cia das bactérias sob condi¢Ges adversas [4]. Diversos
estudos analisaram a distribuicdo de fatores de virulén-
cia e perfil de susceptibilidade em ETEC isoladas de
suinos [1,2,8]. No entanto, apesar de sua importancia,
sdo escassos os trabalhos avaliando a associagdo de
fatores de viruléncia com o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana encontrado. Os objetivos deste estudo
foram determinar fatores de viruléncia e susceptibilidade
antimicrobiana de ETEC isoladas de leitdes de creche
com diarreia e analisar a associac¢@o entre estes fatores.

MATERIAIS E METODOS

Coletas das amostras

Foram coletadas amostras de 15 granjas de
suinos localizadas no Rio Grande do Sul (4), Santa
Catarina (4), Parana (4), Minas Gerais (2) e Goias (1).
As granjas pertenciam a uma mesma agroindustria com
manejo, instalacdes, formulagdo da racio e protocolo
de medicacdo similares. Os materiais consistiram de
185 suabes retais de leitdes de fase de creche (21-40
dias de idade) com sinais clinicos de diarreia. Com
excecdo do antibidtico adicionado a ragdo de forma
preventiva (Colistina 120 ppm), nenhum outro medi-
camento estava sendo utilizado. Imediatamente apés
coletados, os suabes foram armazenados em meio de
transporte Stuart e transferidos sob refrigeracio para
processamento laboratorial.

2

Isolamento e caracterizagcdo do agente

Para obtencdo de colonias isoladas, cada suabe
foi semeado por esgotamento em meio Agar Sangue'
(enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado)
e Agar MacConkey', incubados por 24 h a 37°C. Para
definir como significativo o crescimento nas placas, foi
adotado o critério de que pelo menos 90% das col6nias
fossem fenotipicamente similares. Trés coldnias de
cada placa, com caracteristicas sugestivas de E. coli
foram repicadas para posterior realizagdo de provas
bioquimicas [17].

Para extragdo de DNA, quatro coldnias do Agar
Sangue foram adicionadas a 1000 pL. da solugdo New-
Gene Prep (Tiocinato de guanidina 5 M, Tris HCI1 0.1
M, EDTA 0,5 M e Triton X-100) e incubadas a 60°C,
por 10 min. Apés, foi centrifugada (10.000 g por 1 m),
o sobrenadante foi transferido para um microtubo com
20 uL. de uma suspensao silica e incubado por 10 min
em temperatura ambiente. Cada amostra foi novamente
centrifugada (10.000 g por 1 min), o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado duas vezes com 150 uL.
da soluc¢do de lavagem “A” (Tiocinato de guanidina 5
M, 0.1 M Tris-HCI [pH 6,4]), duas vezes com 150uL da
solucdo de lavagem “B” (etanol 96%) e uma vez com
150 pL da solucgao de lavagem “C” (etanol absoluto).
A seguir, foi realizada centrifugacdo para eliminagao
do sobrenadante. Os microtubos foram incubados em
termobloco (60°C por 2 min), e o DNA foi eluido com
a adicdo de 50 pL de solugdo de elui¢do (10 mM Tris-
-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA) seguido de centrifugacio
(10.000 g por 3 min). O sobrenadante contendo DNA
foi coletado e armazenado a -200C.

A gqPCR Multiplex foi realizada com o kit New-
Gene Amp para deteccio de nove fatores de viruléncia
(toxinas LT, STa, STb e STx2e; fimbrias F4, F5, F6,
F18 e F41) e amplificadas em trés reacdes distintas
(Multiplex1, Multiplex2 e Multiplex3), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 2 uL. do
DNA purificado foi adicionado a 28 pL do mix de
amplificacdo (Master mix e Taq Polimerase), e subme-
tidos a ciclos de 3 min a 95°C, seguido de 45 ciclos de
desnaturagdo por 15 s a 95°C, anelamento por 1 min a
60°C. As reacdes foram amplificadas no termociclador
StepOnePlus (Applied BiosystemsTM)? e os resultados
analisados pelo Software StepOnePlusTM v2.22,

Susceptibilidade antimicrobiana

Os perfis de sensibilidade antimicrobiana foram
determinados pelo teste de difusdo em disco. A partir
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de um meio caldo Miiller Hinton'!, os isolados foram
padronizados na turbidez de 0,5 da escala McFarland,
realizadas com auxilio de um densimetro automatico
(Densimat)®. A suspensdo ajustada foi inoculada em
placas de Agar Miiller Hinton! e com um dispensador
semiautomadtico* foram distribuidos discos de anti-
microbianos a uma distancia de 24 mm entre cada. A
mensuracdo do didmetro dos halos ao redor dos discos
foi realizada através de um medidor automatico* e clas-
sificados em sensivel, intermediario e resistente [7]. Os
principios ativos testados encontram-se na Tabela 1.

Andlise Estatistica

A andlise da frequéncia dos fatores de viru-
Iéncia e dos perfis de resisténcia, foi efetuada com
o uso do procedimento FREQ do SAS (SAS, 2005).
A associacdo entre os fatores de viruléncia e os anti-
microbianos foi realizada pelo Teste Qui-Quadrado e
pelo Teste de Fisher, nesta andlise, valores de P < 0,05
foram considerados significativos.

RESULTADOS

A partir dos 185 suabes coletados, 67,7% apre-
sentaram crescimento significativo de E. coli dentro do

critério de inclusdo (>90% de coldnias fenotipicamente
similares). De cada placa foram repicadas trés colonias
para a realizacdo de testes fenotipicos e genotipicos,
totalizando 376 isolados.

Na detecgao de genes de viruléncia, as frequén-
cias encontradas foram de 31,6% para fimbria F4, 18,9%
paraF18,4,2% para F5 e nenhuma amostra positiva para
as fimbrias F6 e F41. Em relag@o aos genes de toxinas,
43,1% das amostras foram positivas para STa, 24,7%
para STb, 21,8% para LT e 5,3% para STx2e. Dessa
forma, os virotipos mais frequentes foram: F18+STa
(11,14%), FA+LT+STa+STb (9,75%), F18+STa+STx2e
(4,52%) e FA+F5+LT+STa+STb (4,18%).

Na andlise de susceptibilidade antimicrobiana,
os isolados apresentaram niveis de resisténcia superio-
res a 60% para amoxicilina, ampicilina, ciprofloxacina,
enrofloxacina, estreptomicina e sulfametoxazole +
trimetoprima. Sendo que os maiores indices (>90%)
foram observados para tetraciclina (96,3%), seguido
do florfenicol (95,2%), oxitetraciclina (93,62%) e do-
xiciclina (90,7%). As drogas que obtiveram menores
niveis de resisténcia foram, ceftiofur (2,1%), colistina
(9,8%), lincomicina + spectinomicina (15,4%) e neo-
micina (23,1%) [Tabela 1].

Tabela 1. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de ETEC isoladas de leitdes da fase de creche com diarreia, coletadas nos Estados do

RS, SC, PR, MG e GO.

Antimicrobiano Intermediaria Resistente Sensivel
% (n) % (n) % (n)
Amoxicilina (25 pg) 3,5(13) 67,8 (255) 28,7 (108)
Ampicilina (10 pg) 6,1 (23) 68,1 (256) 25,8 (97)
Ceftiofur (30 pg) 2,4 (9) 2,1(8) 95,5 (359)
Ciprofloxacina (5 pg) 9,6 (36) 66,2 (249) 24,2 (91)
Colistina (10 pg) 33,5 (126) 9,8 (37) 56,6 (213)
Doxiciclina (30 pg) 4,5 (17) 90,7 (341) 4,8 (18)
Enrofloxacina (5 pg) 13,0 (49) 73,1 (275) 13,8 (52)
Estreptomicina (10 pg) 2,9 (11) 78,5 (295) 18,6 (70)
Florfenicol (30 pg) 2,4 (9) 95,2 (358) 2,4 (9)
Gentamicina (10 pg) 12,8 (48) 28,2 (106) 59,0 (222)
Neomicina (30 UI) 13,0 (49) 23,1 (87) 63,8 (240)
Norfloxacina (10 pg) 3,5(13) 59,8 (225) 36,7 (138)
Ocxitetraciclina (30 pg) 2,7 (10) 93,62 (352) 3,7 (14)
Tetraciclina (30pg) 0,5(2) 96,3 (362) 3,2(12)
Lincomicina+Spectinomicina (109 pg) - 15,4 (58) 84,6 (318)
Sulfametoxazole+Trimetoprima (1,25/23,75 ug) 1,1 (4) 73,7 (277) 25,3 (95)
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A associag@o da presenca de fatores de viru-
Iéncia (fimbrias e toxinas) e ocorréncia de resisténcia
foi significativa para: fimbria F4 e os principios ativos
estreptomicina e sulfametoxazole + trimetoprima; F5
e enrofloxacina, norfloxacina e ciprofloxacina; F18 e
amoxicilina, ampicilina, doxiciclina, enrofloxacina,

norfloxacina, ciprofloxacina e sulfametoxazole +
trimetoprima. Entre as toxinas LT e tetraciclina, flor-
fenicol e estreptomicina; STa e os principios ativos
amoxicilina, ampicilina, oxitetraciclina, enrofloxacina
e sulfametoxazole + trimetoprima; STb e os principios
ativos colistina e estreptomicina (Tabela 2).

Tabela 2. Associagdes significativas entre a presenca de fimbrias e toxinas com a resisténcia dos antimicrobianos.

Fator de viruléncia Principio ativo Valor de P
F4 Estreptomicina 0,0041
Sulfametoxazole+Trimetoprima 0,0001
Enrofloxacina 0,0573
F5 Norfloxacina 0,0211
Ciprofloxacina 0,0123
Amoxicilina 0,0055
Ampicilina 0,0010
Doxiciclina 0,0366
F18 Enrofloxacina 0,0355
Norfloxacina 0,0106
Ciprofloxacina 0,0123
Sulfametoxazole+Trimetoprima 0,0093
Tetraciclina 0,0465
LT Florfenicol 0,0170
Estreptomicina 0,0004
Amoxicilina <0,0001
Ampicilina <0,0001
STa Oxitetraciclina 0,0229
Enrofloxacina 0,0068
Sulfametoxazole+Trimetoprima 0,0028
STh Colistir?a. 0,0517
Estreptomicina 0,0005
DISCUSSAO

Na andlise de fatores de viruléncia, os genes
fimbriais mais frequentes foram F4 e F18, corroborando
outros autores [12], que relataram a maior frequéncia da
expressdo das fimbrias F4 e F18 em leitdes de creche.
A alta frequéncia de amostras F4 positivas pode estar
relacionada ao fato de que leitdes de todas as idades sdo
susceptiveis a infecg@o pela F4, ja que seus receptores
sd0 expressos nos enterdcitos de suinos do nascimento
aidade adulta [12]. J4 a menor frequéncia de F18 pode
ser explicada pela reduzida expressao de seus receptores
em suinos a partir da terceira semana de idade [19]. Em
leitdes neonatos, as cepas de ETEC geralmente expres-

sam as fimbrias F4, F5, F6 ou F41 [12]. Acredita-se que
em leitdes com idade mais avangada, os receptores para
as fimbrias F5 e F6 sejam expressos com menor inten-
sidade no epitélio intestinal, reduzindo a prevaléncia de
E. coli com essas fimbrias em leitdes de creche [13].
Outro fator ligado a frequéncia de determinados tipos
fimbriais seriam sitios de ligacao que podem bloqueados
por competicio por receptores andlogos no contetido do
ldmen intestinal ou acucares presentes no glicocélice,
como para F6 em animais mais velhos [10].

Genes envolvidos na biossintese de algumas
fimbrias (como F4, F18) estio localizados em plasmi-
deos de alto peso molecular, que geralmente também
albergam os genes para enterotoxinas [14]. Ambas LT
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e STb e, em alguns casos, também a STa, sdo expressas
simultaneamente com a fimbria F4 [5], como observado
em 9,75% das amostras. As frequéncias mais elevadas
encontradas neste trabalho foram para os genes de LT
e STa, corroborando outros trabalhos onde ETEC fre-
quentemente isoladas de diarreia em leitdes na creche
sdo caracterizadas pela producdo das enterotoxinas LT,
STa e STb ou combinagdes das mesmas [20].

Os virotipos encontrados com maior frequéncia
foram F18-STa, F4-LT-STa-STb, F18-STa-STx2e ¢
F4-F5-LA-STa-STb. Entre os trabalhos que analisaram
ETEC em suinos, hd uma variac¢do dos virotipos encon-
trados [5,22,27], o que pode estar relacionado a diversos
fatores, como microbiota presente nas diferentes granjas,
manejo, dindmica e pressdo de infec¢do, integridade
gastrointestinal, inibi¢do competitiva, imunidade do re-
banho, nutri¢do, uso de antimicrobianos e estresse [18].

Tem sido observado na suinocultura intensiva um
aumento da pressdo de infec¢do e dos niveis de estresse
para os animais, fazendo do uso de antimicrobianos
uma prética muito usada nesta forma de producio [3].
Os maiores perfis de resisténcia foram observados nas
tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina).
A resisténcia 2 tetraciclina em E. coli de suinos no Brasil
e em outros paises tem sido encontrada de forma disse-
minada [1,3,6,8,15,18]. Ao longo das tdltimas décadas,
essa classe de antimicrobianos foi largamente utilizada
como medicamento terap€utico e em estratégias preven-
tivas, na medicina humana e animal, o que pode estar
relacionado ao seu amplo espectro de ac¢do, baixo custo
e relativa seguranga.

Outros principios ativos com altos perfis de re-
sisténcia foram amoxicilina, ampicilina, ciprofloxacina,
enrofloxacina, estreptomicina, florfenicol e sulfameto-
xazole + trimetoprima. Trabalhos avaliando a eficicia
de antimicrobianos em cepas de E. coli apresentam
variagdes nos resultados [1,2,18]. Além da variabilidade
observada das cepas e do crescente aumento da resisténcia
antimicrobiana entre as enterobactérias [8], as diferencas
observadas podem ser atribuidas as variagdes regionais ou
ao método utilizado para execugao do estudo. Sabe-se que
a ocorréncia de resisténcia estd intimamente relacionada
a pressao de selecdo do agente as drogas utilizadas com
maior frequéncia no tratamento das diarreias.

Em contraste, os maiores perfis de sensibilidade
foram para ceftiofur (95,5%) e lincomicina + spectino-
micina (84,6%). Estudos avaliando a sensibilidade deste
principio ativo, descrevem altos indices (84,2% a 100%)
de sensibilidade [16,21,25], semelhante ao encontrado

no presente estudo. A alta sensibilidade ao ceftiofur pode
estar associada ao custo elevado do antimicrobiano e,
assim, a sua menor utilizagdo a campo [2].

Tanto a aquisicdo de resisténcia ou virulén-
cia, representam mecanismos de sobrevivéncia dos
microrganismos. E sabe-se que seus determinantes
localizam-se tanto em plasmideos, transposons e
integrons, podendo ser co-mobilizados de acordo com
0 ambiente em que SA0 expostos.

Poucos sdo os trabalhos avaliando a relacio
entre viruléncia bacteriana e resisténcia a antimicro-
bianos. Trabalhos de diversos patotipos de E. coli em
humanos e animais, demonstraram como essa relacdo
é complexa, uma vez que envolvem diversos fatores
como, genes de resisténcia, fatores de viruléncia, além
da espécie bacteriana e do hospedeiro [24].

Escherichia coli é considerada uma das espécies
mais versateis e a diversidade na capacidade de adapta-
¢do é devida a sua plasticidade gendmica, com a perda ou
ganho de genes através da transferéncia lateral [23]. Em
E. coli isolada de suinos, € relatado que ETEC e EPEC
(E. coli enteropatogéncia) apresentam associagdo com a
resisténcia a neomicina, gentamicina e sulfametoxazole
+ trimetoprima [21]. A variacdo dessa associagdo, pode
ser devida a utilizacdo de diferentes concentracdes de
antimicrobianos, principalmente quando administrados
como promotores de crescimento [24].

Ainda sdo necessdrios estudos moleculares
para um melhor esclarecimento sobre a relacdo ge-
nética entre determinantes de viruléncia e resisténcia
a antimicrobianos, para compreender se a expressao
de genes de viruléncia € afetada por mutagdes cro-
mossdmicas que levam a resisténcia especifica ou se
ambos determinantes sdo inseridos no mesmo elemento
genético mével, tal como um plasmideo conjugativo.

CONCLUSAO

Foram detectados os genes de viruléncia de
ETEC para as fimbrias F4, F18 e F5 e para as toxinas
STa, STb, LT e STx2e. Os resultados demonstraram re-
sisténcia em maior ou menor grau a todos os antimicro-
bianos testados, sendo que as tetraciclinas apresentaram
as maiores frequéncias e as maiores sensibilidades foram
encontradas para o ceftiofur e lincomicina + spectinomi-
cina. Houve associacao significativa para determinados
fatores de virulé€ncia e principios ativos: estreptomicina,
sulfametoxazole + trimetoprima, enrofloxacina, norflo-
xacina, ciprofloxacina, amoxicilina, ampicilina, doxici-
clina, tetraciclina, florfenicol, oxitetraciclina e colistina.
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