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RESUMO

FREQUENCIA E ASSOCIACAO DE FATORES DE VIRULENCIA EM AMOSTRAS
DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE LEITOES DESMAMADOS

Autor: José Paulo Hiroji Sato

Orientador: Prof. David Emilio S. N. Barcellos

O presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia dos fatores de viruléncia em
amostras de Escherichia (E.) coli isoladas de leitbes desmamados. Para a classificacdo de
cepas de E. coli do patotipo ETEC, foram coletados suabes retais de leitbes com idade entre
25-40 dias (fase de creche) com sinal clinico de diarreia, em granjas dos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, totalizando 456 amostras. Para isolamento e
caracterizacdo bacteriana, foram utilizados métodos fenotipicos e moleculares. Foi
realizada a analise estatistica da frequéncia dos fatores de viruléncia e dos virotipos, para as
fimbrias F4, F5, F6, F18, F41 e toxinas LT, STa, STb e STx2e. Das 456 amostras
analisadas, 287 apresentaram crescimento significativo de E. coli. As maiores frequéncias
observadas foram para as fimbrias F4 e F18 e para as enterotoxinas LT, STa e STh. Os
virotipos mais frequentes foram F18-STa, F4-LT-STa-STh, F4-STa, F4-LT-STb e F18-
STa-STx2e. Noventa e trés amostras (32,4%) ndo apresentaram nenhum gene dos fatores
analisados. Foi observada a associacdo significativa entre amostras positivas para a fimbria
F4 e as toxinas LT, STa e SThb; entre a fimbria F18 e as toxinas STa e STx2e; entre a
fimbria F5 e todas as toxinas. Os genes de toxinas mais detectados (LT, STb) apresentaram
associacao significativa (P<0,02). A beta-hemolise foi observada em 47,4% das amostras e
houve associacdo (P<0,0001) entre as amostras hemoliticas e os fatores de viruléncia F4,
F18, STa e STx2e. Em relacdo a consisténcia das fezes, observou-se associa¢do entre as
fezes com consisténcia liquida e F4 e STa. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que
a ETEC é um importante agente etiol6gico de diarreia em leitdes desmamados. Em diversas
amostras (32,4%) ndo foram detectados fatores de viruléncia, sugerindo a acao de outros
fatores e/ou agentes desencadeantes de diarreia. E além destes, existem varias hipoteses
para explicar esta discrepancia, as quais foram revisadas neste trabalho.

Palavras-chave: Suinos, colibacilose, Escherichia coli, diarreia, fatores de viruléncia.



ABSTRACT

FREQUENCY AND ASSOCIATION OF VIRULENCE FACTORS IN ESCHERICHIA COLI
STRAINS ISOLATED IN POSTWEANING PIGS

Author: José Paulo Hiroji Sato

Advisor: Prof. David Emilio S. N. Barcellos

The frequency of virulence factors in strains of Escherichia (E.) coli isolated from weaned
piglets was assessed. For classification of the strains of enterotoxigenic pathotypes of E.
coli, rectal swabs were collected from 25-40 days old nursery piglets with clinical signs of
diarrhea in the states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Parand, totaling 456
samples. For isolation and bacterial characterization of the samples, phenotypic and
molecular tests were used. The results of frequency of virulence factors and virotypes to
fimbriae F4, F5, F6, F18, F41 and toxins LT, STa, STb and STx2e were submitted to
statistical analysis. Out of 456 samples, 287 showed significant growth of E. coli. The
highest frequency was observed for F4 and F18 fimbriae and LT, STa and STb
enterotoxins. The most prevalent virotypes were F18-STa, F4-LT-STa-STh, STa-F4, F4-LT-
STa-STh and F18-STx2e. Ninety-three samples (32.4%) were negative for virulence genes.
There was a significant association between positive samples for F4 fimbriae and
enterotoxins LT, STa and STb; between the F18 fimbriae and STa and STx2e; between F5
fimbriae and all enterotoxins. The most frequent toxins (LT, STb) presented significant
association (P<0.02). Beta-hemolysis was observed in 47.4% of the samples and there was
a association (P<0.0001) between hemolysis and fimbriae F4, F18, STa and STx2e.
Regarding stool consistency, it was observed a association between liquid consistency and
F4 and STa. Based on the results, it can be concluded that ETEC is an important agent of
diarrhea in weaned pigs. In several samples (32.4%) virulence factors were not detected,
suggesting the action of other factors and/or agents inducing diarrhea. And besides these,
there are other hypotheses to explain this discrepancy, which were reviewed in this work.

Key words: Swine, colibacillosis, Escherichia coli, diarrhea, virulence factors.
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1 INTRODUCAO

Escherichia (E.) coli enterotoxigénica (ETEC) é um dos principais agentes
infecciosos causadores de diarreia em diversas fases da vida de leitbes, sendo duas formas
mais frequentes: a colibacilose neonatal que ocorre na maternidade e a colibacilose do
desmame, afetando os leitdes nas primeiras semanas de alojamento na fase de creche
(NAGY & FEKETE, 1999; ALFIERI et al., 2010). A doenca em leitdes desmamados foi
descrita pela primeira vez no Canada por Richards & Fraser (1961), que associaram a
afeccdo com a proliferacdo de cepas de E. coli beta-hemoliticas no intestino de animais
com diarreia.

Além de ser considerada a principal responsdvel por diarreia na creche, a
colibacilose apresenta indices de mortalidade que podem atingir 25% se medidas adequadas
de prevencdo efou tratamento nio forem adotadas (HAMPSON, 1994; MORES &
MORENO, 2012). A doenga é descrita em todo o mundo (FAIRBROTHER & GYLES,
2006) e ocorre geralmente dentro de uma a trés semanas apds o desmame, principalmente
apos alteracbes no regime alimentar ou em instalacbes com deficiéncias de ambiente,
manejo, estresse excessivo e/ou alta pressdo de infeccdo ambiental (QUINN, 2005;
MORES & MORENO, 2012).

A colibacilose é uma das mais importantes enfermidades na suinocultura, sendo
responsavel por expressivas perdas econdmicas em decorréncia do emagrecimento, atraso
no crescimento (BARCELLOS & STEPAN, 1991; EWING & COLE, 1994), aumento no
uso de medicamentos e desinfetantes, necessidade de assisténcia veterinaria, piora da
conversao alimentar, reducdo no ganho de peso, maior predisposi¢do dos animais afetados a
infeccbes secundarias e consequentemente variabilidade no peso dos leitbes do lote
(ALFIERI et al., 2010; BARCELLOS et al., 2011).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Colibacilose Pds-desmame
2.1.1 Etiologia

A Dbactéria E. coli faz parte da microbiota intestinal dos animais domésticos
(EWING & COLE, 1994; MORES & MORENO, 2007; MENIN et al., 2008), porém,
algumas cepas podem causar diversas doencas em suinos ndo sO restritas a distdrbios
entéricos (FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Ha diferencas importantes entre as cepas
patogénicas e ndo-patogénicas ou comensais (ALFIERI et al., 2010). E para definir a
patogenicidade da cepa, é essencial a identificacdo de fatores de viruléncia (FRANCIS,
1999), que serdo discutidos ao longo do trabalho.

Os isolados de E. coli sdo classificadas em sorotipos segundo os antigenos de
superficie, O (somatico), K (capsulares), H (flagelares) (GUERREIRO, 1984; EWING &
COLE, 1994) e F (fimbriais) (FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Outra classificagéo
determina diferentes virotipos considerando os fatores de viruléncia que a bactéria
expressa (FRANCIS, 1999; FAIRBROTHER & GYLES, 2006). E de acordo com o efeito
causado no organismo do suino pela infeccdo bacteriana podem ser definidos patotipos,
sendo os principais: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli shiga toxigénica ou verotoxigénica e E. coli enterohemorréagica (STEC, VETEC e
EHEC), E. coli uropatogénica (UPEC) e E. coli enteroinvasiva (EIEC) (BRITO et al., 2004;
GYLES & FAIRBROTHER, 2004).

Na colibacilose do desmame, E. coli do patotipo ETEC é considerada como agente
primario (MORES & MORENO, 2012). Sendo um importante patégeno em animais,
causando disenteria em bovinos e diarreia neonatal em suinos, com expressivas perdas
financeiras para a inddstria agropecuaria (GYLES & FAIRBROTHER, 2004; GUTH,
2008).

Atualmente sdo descritos aproximadamente 30 sorotipos de ETEC associados as
diarreias em suinos (MORES & MORENO, 2012). Bactérias deste grupo se caracterizam
pela presenca de fatores de viruléncia, que sdo basicamente, estruturas de adesdo e
enterotoxinas (FAIRBROTHER & GYLES, 2006; MORES & MORENO, 2007). A ades&o
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é mediada por fimbrias, estruturas proteicas de superficie que podem se ligar a receptores
localizados no epitélio intestinal, as quais possuem grande atividade antigénica e sao
importantes para a caracterizacdo de cepas patogénicas (NATARO E KAPER, 1998,
KELLY & KING, 2001; GYLES & FAIRBROTHER, 2004). Ap6s a adesdo aos
enterdcitos, as cepas se multiplicam e podem produzir um ou mais tipos de enterotoxinas
(ALFIERI et al., 2010), que agem em celulas secretorias localizadas nas criptas das
vilosidades (EWING & COLE, 1994).

A combinacdo de fatores de viruléncia em isolados de E. coli (virotipo) é
comumente diagnosticada (MACEDO et al., 2007), existindo uma ampla distribuicdo dos
virotipos encontrados em diversos trabalhos realizados no Brasil e em outros paises (POST
et al., 2000; FRANCIS, 2004; MACEDO et al., 2007; VIDOTTO et al., 2009). A analise
dos virotipos encontrados, € importante para estabelecer a necessidade ou ndo de instituir o
tratamento contra a infeccdo causada pela bactéria. Esses genes de viruléncia, sdo em sua
maioria, carreados em plasmideos (TURNER et al., 2006), no entanto, em cepas causadoras
de infeccBes extraintestinais, 0s genes que determinam a viruléncia geralmente estdo
localizados no cromossomo (FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

2.1.2 Patogenia

Os leitdes adquirem o patdgeno geralmente pela via fecal-oral. Uma vez instalada a
infeccdo, ocorre a interacdo de diversos mecanismos relacionados aos fatores de viruléncia
do agente e de defesa do hospedeiro. Dessa forma, para causar a doencga, a E. coli ingerida
deve ser capaz de evitar os efeitos do peristaltismo intestinal, se aderir, multiplicar e
produzir enterotoxinas. Para tal, as fimbrias expressadas pela bactéria se ligam a receptores
como manose, galactose ou acido sialico, presentes no glicocalice das células epiteliais
(COWART, 1995; MORES & BARCELLOS, 2012). As enterotoxinas atuam nos processos
hormonais que mediam o transporte de liquidos e eletrdlitos entre as células epiteliais e a
luz intestinal, aumentando os niveis de fluidos no lIimen intestinal, considerado alto para
ser reabsorvido pelo intestino grosso (IG) e como consequéncia ocorre diarreia do tipo
secretoria (EWING & COLE, 1994; VANNUCCI & GUEDES, 2009).
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2.1.2.1 Fimbrias

As fimbrias sdo expressas e localizadas na superficie da célula bacteriana e possuem
uma subunidade adesiva (lectina) que interage com receptores presentes na célula
hospedeira. Embora ocorram tanto para 0 homem como para os animais, sao distintas entre
si e apresentam especificidade em relagdo ao hospedeiro (KELLY & KING, 2001). S&o
classificadas quanto a sua capacidade hemaglutinante em presenca e auséncia de D-manose
(BRITO et al., 2001) ou baseado nos aminoacidos de sua composicdo, subdivididas em
classes de 1 a 5 (LOW et al., 1996). As principais fimbrias presentes nas ETEC de suinos
sd0: F4 (K88), F5 (K99), F6 (P987), F7 (F41) e F18 (COWART, 1995; FRANCIS, 2004;
MORES & MORENO, 2012), e algumas fimbrias (F4 e F18) ocorrem em outras formas
antigénicas, F4ab, F4ac e F4ad, e F18ab e F18ac (FRANCIS, 2002; NAGY & FEKETE,
2005). As ETEC podem produzir também uma adesina envolvida na aderéncia difusa
(AIDA), mais associada a fimbria F18 (MORES & MORENO, 2012) e ao virotipo
STx2e:F18 (MAINIL et al., 2002).

O processo de adesdo de cada tipo fimbrial pode variar de acordo com alguns

fatores, como:

o Auséncia de receptores na superficie dos enterdcitos, dependendo a idade do
animal (FAIRBROTHER & GYLES, 2006);
o Resposta imunoldgica eficiente do hospedeiro, decorrente de uma exposicao

prévia, podendo influenciar na intensidade dos sinais clinicos (ALFIERI et al., 2010);

o Alguns receptores celulares podem estar ausentes em algumas racas e/ou
linhagens de suinos (CHAPPUIS et al., 1984; RITA et al., 1994; FRANCIS, 2002; LI et al.,
2007);

o Local da aderéncia no trato intestinal, bactérias portadoras do antigeno F4
aderem preferencialmente ao jejuno anterior (MORES & BARCELLOS, 2012). Esta
localizag&o estaria relacionada com a maior expressdo de determinadas classes de glicideos
no glicocélice desta area, como a galactose, que atua como receptor para a F4 e € expressa
preferencialmente nas por¢des craniais do ID. Cepas que expressam as fimbrias F5 e F6
dependem de outros receptores (como o acido siélico) presentes na regido posterior do
jejuno e ileo (MORES & BARCELLOS, 2012).
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Em leitdes na fase de creche geralmente sdo expressas as fimbrias F4ab, F4ac,
F18ab e/ou F18ac (FRANCIS, 2004; FAIRBROTHER & GYLES, 2006; ALFIERI et al.,
2010), e os sorogrupos, 0139-F18ab e 0149-F4ac (FAIRBROTHER & GYLES, 2006).
Alguns genes envolvidos na biossintese das fimbrias (F4, F18) estdo localizados em
plasmideos de alto peso molecular, que geralmente também albergam os genes para
enterotoxinas (GUTH, 2008).

Em leitdes neonatos, as cepas de ETEC mais frequentemente isoladas apresentam
as fimbrias F4, F5, F6 ou F41 (FRANCIS, 2004; FAIRBROTHER & GYLES, 2006).
Acredita-se que em leitGes de idade avancada, os receptores para as fimbrias F5 e F6 sejam
expressados com menor intensidade no epitélio intestinal, reduzindo sua prevaléncia em
leitbes na fase de creche. Adesinas do tipo F41 sdo frequentemente encontradas associadas
com a F5 em leitbes neonatos (FRANCIS, 2002). Ja a F4 ndo tem a sua expressao reduzida
nesta fase (FAIRBROTHER & GYLES, 2006), podendo ser encontrada em leitdes de
creche. Receptores para F18 ndo sdo produzidos em leitdes neonatos, porém se tornam
abundantes em leitdes desmamados (IMBERECHTS et al., 1997; FRANCIS, 2004). Sitios
de ligacdo para F6 em animais mais velhos sdo bloqueados por competicdo por receptores
analogos no contetdo do Iumen intestinal ou agucares presentes no glicocalice (DEAN,
1990).

Além dos fatores de adesdo citados anteriormente, h& descricdes de infeccdo em
leitdes pelo patotipo de E. coli “attaching and effacing” (AEEC), que adere a mucosa
intestinal e se fixa as células intestinais por meio de uma proteina externa da membrana da
bactéria (Eae), causando lesdes semelhantes ao patotipo enteropatogénico (EPEC) em
humanos (MORES & BARCELLOS, 2012).

2.1.2.2 Enterotoxinas

Ap0s a adesdo aos enterocitos, as ETEC sdo capazes de se multiplicar e produzir um
ou mais tipos de enterotoxinas (COWART, 1995; MORES & MORENO, 2007; ALFIERI
et al., 2010), as quais sdo peptideos ou proteinas e cujos genes estdo localizados em
plasmideos (NATARO & KAPER, 1998; O'BRIEN & HOLMES, 1996). Entre estas, ja
foram identificadas a toxina termolabil (LT), toxina termoestavel (ST), toxina Shiga like
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tipo 2e (Stx2e) e toxina da E. coli enteroagregativa termoestavel 1 (EAST1) (WILSON &
FRANCIS, 1986; FRANCIS, 2002; FRANCIS, 2004).

Dois tipos de enterotoxinas sdo particularmente importantes na patogenia das
diarreias em leitdbes desmamados e sdo classificadas de acordo com sua estabilidade
térmica: a LT, inativada a 60°C por 15 minutos e a ST, resistente ao calor de 100°C por 15
minutos (FAIRBROTHER & GYLES, 2006), as quais possuem respectivamente, alto e
baixo peso molecular (EWING & COLE, 1994).

As enterotoxinas provocam alteracdes nos niveis intracelulares de nucleotideos
ciclicos e levam a alteracdo do equilibrio hidrossalino do lumen intestinal, resultando na
secrecdo de eletrélitos e, consequentemente, aumento da excre¢do de fluidos (GUTH,
2008). Ambas as enterotoxinas LT e ST ocasionam diarreia do tipo secretora, porém,

envolvem diferentes mecanismos de acao:

2.1.2.2.1 Enterotoxinas Termolabil:

As enterotoxinas LT apresentam semelhancas estruturais, antigénicas e funcionais
com a toxina colérica (choleragen, expressa pelo Vibrio cholerae) (DALLAS & FALKOW,
1980; O’BRIEN & HOLMES, 1996) e constituem os determinantes de viruléncia mais bem
caracterizados em ETEC (GUTH, 2008). Existem dois subtipos, LT-1 e LT-II,
respectivamente divididos em LT-lh (humano) e LT-Ip (pig), e LT-lla e LTIIb
(DUBREUIL, 2008), codificados pelos genes elt ou etx localizados em plasmideos, também
podendo conter genes que codificam ST (NATARO & KAPER, 1998; TURNER et al.,
2006). A LT-1 é associada com doengas em humanos e a LT-11 é associada primariamente
com ETEC espécie-especifica, ambas possuem mecanismos de acdo similares, mas
imunologicamente distintas (DUBREUIL, 2008).

ApOs ser secretada pela bactéria, a toxina se liga aos receptores na célula-alvo,
sendo internalizada por endocitose (GUTH, 2008). A enterotoxina ocasiona 0 aumento da
producdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (NATARO & KAPER, 1998),
dependente da proteina quinase A (WIMER-MACKIN et al.,, 2001). Ap0s, ocorre
fosforilacdo do CFTR (regulador transmenbrana da fibrose cistica) resultando na

estimulacdo do aumento da secrecao de ClI pelas células das criptas epiteliais e inibicdo da
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absorcdo de Na* pelos enterdcitos das vilosidades intestinais. Consequentemente, ocorre
diarreia (SPRANGLER, 1992; RAPPUOLI et al., 1999), desidratacdo, acidose e
hipercalemia nos animais acometidos (COWART, 1995).

Além deste, outro mecanismo alternativo pode estar associado a resposta secretora
induzida pela enterotoxina LT, como a estimula¢do do metabolismo do &cido araquiddnico,
potencializando a producdo de prostaglandinas e leucotrienos que estimulam o transporte
eletrolitico e a mobilidade intestinal (NATARO & KAPER, 1998; GUTH, 2008).

2.1.2.2.2 Enterotoxinas Termoestaveis:

Essa enterotoxina € dividida em duas classes, STa (STI) e STb (STII), de acordo
com a solubilidade em etanol e atividade bioldgica. A STa € solivel em metanol e
resistente a proteases, enquanto que a STb € insoltvel em metanol e sensivel a proteases
(BURGESS et al., 1978; GUTH, 2008).

Variantes genéticas da toxina STa apresentam homologia parcial tanto na sequéncia
de aminodcidos como na de nucleotideos, e foram caracterizadas de acordo com o
hospedeiro do qual sdo isoladas. Dessa forma, amostras de origem humana sao
denominadas STh (ou ST-1b) (DUBREUIL, 2006), enquanto que a STp (ou ST-la) foi
identificada em amostras que causavam doencas em suinos, também sendo detectadas em
bovinos e humanos (NAIR & TAKEDA, 1998; GUTH, 2008).

A toxina STa estimula a producdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
(COWART, 1995; VAANDRAGER, 2002), levando a ativacdo do CFTR dependente da
fosforilagdo da proteina quinase G (DUBREUIL, 2008). Esta ativacdo leva ao aumento da
secrecdo de ClI™ e agua e inibicdo da absorcdo de Na' no intestino delgado, desencadeando
diarreia (VAANDRAGER, 2002; MORES & MORENO, 2007). E mais frequente e de
grande importancia na diarreia em animais neonatos (FRANCIS, 2004; TURNER et al.,
2006; ALFIERI et al., 2010).

A acdo da STb ainda é pouco compreendida, porém, sabe-se que nao ha
envolvimento dos nucleotideos intracitoplasmaticos AMPc ou GMPc, como ocorre na LT e
STa (DUBREUIL, 2008). Dreyfus et al. (1993) sugerem que a acdo da STb seja pelo
estimulo dos canais de CI dependentes de Ca** (CaCC), elevando seus niveis



16

intracelulares. Essa acdo ativa a proteina quinase C e, consequentemente, o CFTR. Segundo
PETERSON & WHIPP (1995), o estimulo secretorio induzido pela agdo da STh envolveria
a ativacdo do sistema nervoso entérico. Neste processo ha a sintese de prostaglandina
endoperoxidade levando assim aos mecanismos secretérios (DUBREUIL, 2008). Além de
alteracOes no transito e absorcao intestinal, a ligacdo da STbh aos enterdcitos causa também
lesBes estruturais no epitélio, como o encurtamento e atrofia de vilosidades, mas sem alterar
0s enterocitos presentes nas criptas das vilosidades intestinais (CHAO & DREYFUS, 1997;
DUBREUIL, 2008; ALFIERI et al.,, 2010). Originalmente, essa enterotoxina foi
relacionada a diarreia em suinos, geralmente detectada em animais com mais de uma
semana de idade (ALFIERI et al., 2012), mas também foi encontrada em amostras de
ETEC humanas (OKAMOTO et al., 1993; GUTH, 2008).

Os genes da STh, assim como da STa, estdo localizados em plasmideos e foram
descritos como parte de um transposon (Tnssz;) (LEE et al., 1985). Outro plasmideo
carreando uma ilha de patogenicidade (PAl,;73) foi descrito portando os genes de ambas ST
em um plasmideo conjugado (pTCy173) que também continha o gene tetB, que confere
resisténcia a tetraciclina (NAGY & FEKETE, 2005).

As ETEC frequentemente isoladas em casos de diarreia em leitdes na creche sdo
caracterizadas pela producdo das enterotoxinas LT, STa e STh ou combinagdes das mesmas
(NAGY & FEKETE, 1999). Ambas LT e STb e, em alguns casos, também a STa, sdo
expressas simultaneamente com a fimbria F4 (BOERLIN et al., 2005; DO et al., 2006).

2.1.2.2.3 Outras enterotoxinas encontradas em Escherichia coli isoladas em diarreia de

suinos:

Existe ainda uma terceira classe de ST, associada a STa, denominada de EAST1 que
normalmente esta presente em cepas de E. coli enteroagregativas (EAEC) e eventualmente
é encontrada em ETEC isoladas de suinos (FRANCIS, 2004; MORES & MORENO, 2007;
FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Apesar de apresentar 50% de homologia com o
dominio enterotoxigénico da STa, foi considerada diferente das ST. A atividade bioldgica

da EASTL1 parece ser similar a atividade da STa, pois a partir da exposicdo da mucosa
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intestinal, também foi demonstrada elevacdo na concentracdo intracitoplasmatica de GMPc
(SAVARINO et al., 1993).

Outra toxina que pode ser produzida pela ETEC € a toxina Shiga-like tipo 2e
(STx2e). Esta toxina tem uma maior relacdo com a doenca do edema dos suinos (pos-
desmame), e ndo as sindromes de diarreias (FRANCIS, 2004; ALFIERI et al., 2010).
Porém, algumas cepas podem causar tanto diarreia como doenca do edema, podendo
ocorrer como doencas isoladas ou associadas (FRANCIS, 2002; FAIRBROTHER &
GYLES, 2006).

2.1.2.3 Hemolise

A maioria das amostras de E. coli causadoras de diarreia na creche sdo beta-
hemoliticas em agar sangue (GUERREIRO, 1984) e parecem ter vantagem seletiva a
proliferacdo e consequente dominancia sobre a microbiota intestinal de leitdes
desmamados (HAMPSON, 1994). Entretanto, cepas alfa ou fracamente beta-hemoliticas
(NAGY & FEKETE, 1999; FAIRBROTHER & GYLES, 2006) e ndo-hemoliticas também
podem estar associadas a casos de colibacilose na creche (HOBLE et al., 1986; NAGY &
FEKETE, 1999). J4 no periodo neonatal, é encontrado um nimero maior de cepas alfa ou
ndo-hemoliticas associadas a diarreia (FRANCIS, 2004). A presenca da hemolise como
marcador de clones virulentos foi utilizada por varios autores como indicadores de
patogenicidade (VAN DEN BOSCH et al., 1982; BRITO et al., 1999; ALFIERI et al.,
2010). QOutros trabalhos associam a producdo de hemolisinas com maior frequéncia a
determinados virotipos fimbriais (F4 e F18), frequentes durante o alojamento na creche, e
ndo aos virotipos fimbriais que ocorrem na fase de maternidade (F5, F6 e F41), pois estes
geralmente ndo sdo hemoliticos (FRANCIS, 2002).

A fimbria F4 tem o gene responsavel por sua expressdo geralmente localizado no
mesmo plasmideo que alberga o gene determinante da hemdlise (MORES &
BARCELLOS, 2012). Como a fimbria F4 geralmente é a mais frequente nas diarreias da
creche, grande parte das amostras patogénicas isoladas nesta fase tendem a ser hemoliticas
quando semeadas em agar sangue (MORES & MORENO, 2012).
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2.1.3 Epidemiologia

Perdas com a diarreia em leites desmamados ja foram descritas em praticamente
todo mundo, sendo que a morbidade é extremamente variavel, em funcdo dos fatores de
risco existentes nas criacdes (MORES & MORENO, 2012). Trabalhos relatam que a
colibacilose pode afetar até 80% dos animais durante um surto, com uma média de 30-40%
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006). O indice de mortalidade pode atingir 25% se
adequadas medidas de tratamento ndo forem aplicadas (HAMPSON, 1994), sendo
considerada uma importante causa de morte em leitdes desmamados. Os principais fatores
considerados como predisponentes a colibacilose na fase, de creche séo:

o) Temperatura e umidade: excesso de frio e/ou umidade nas instalagées, falha
em manter temperatura dentro da faixa de conforto térmico (entre 22°-28°C), excesso de
variagdo térmica diaria (acima de 6°C em um dia) (MORES & MORENO, 2012) e uso de
pisos com ma drenagem, gerando excesso de umidade;

o) Nutricdo: ma qualidade da racdo e/ ou da agua, alimentacdo ndo
padronizada, racdes inadequadas para a idade dos animais (MORES & MORENO, 2012)
ou desbalanceadas para determinados ingredientes, presenca de micotoxinas na ragao e
fornecimento de agua néo potavel;

o Alta pressdo de infecgdo: uso de sistema de producgdo continuo, auséncia de
vazio sanitario adequado (MORES & MORENO, 2012), falhas de limpeza e desinfeccio
das instalacGes entre os alojamentos e falhas na higienizacao diaria das baias. A dificuldade
em manter o ambiente livre de contaminacdo fecal é considerada um importante fator
predisponente na etiologia das diarreias (BARCELLOS et al., 2011);

o Estresse: transporte em condic¢Ges de desconforto, espaco reduzido nas baias
(MORES & MORENO, 2012), mistura de animais de vérias origens (ALFIERI et al.,
2010), vacinagdo e mudanca da alimentacgéo;

o Condicéo do leitdo na chegada a creche: peso ao desmame menor que 6,3kg
e0 mau estado dos animais por ocasido da transferéncia das maternidades para as creches
(MORES & MORENO, 2012).
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Em muitos casos, sdo identificados em animais doentes outros agentes infecciosos
associados. No Brasil, os mais comuns tem sido Isospora suis, Rotavirus tipo A,
Clostridium perfringens, Lawsonia intracellularis, Brachyspira sp., Salmonella
typhimurium (MORES & BRITO, 2007; MORES & MORENO, 2012) e o Circovirus
Suino tipo 2 (PCV2) (BARCELLOS et al., 2011). A variacdo na prevaléncia dos
enteropatdgenos nos rebanhos suinos geralmente se relaciona com fatores como manejo,
dindmica de infecciosidade dos agentes, pressdo de infeccdo, status imunitario do rebanho e
uso de antimicrobianos (MENIN et al., 2008). O quadro clinico das infeccdes associadas
geralmente é similar ao da colibacilose, com desidratacdo e aumento de mortalidade
(NEUMANN, 2009).

E reconhecido que sorotipos especificos de E. coli desempenham um papel central
na etiologia da diarreia pds-desmame. Entretanto, a condicdo € complexa e multifatorial
(HAMPSON, 1994). Entre os fatores predisponentes citados, as alteragcdes na fisiologia
digestiva decorrentes do inicio da ingestdo da ragdo pré-inicial sdo considerados como 0s
mais comuns. Principalmente devido ao uso de ra¢fes de baixa digestibilidade, que podem
gerar substratos no ID, atuando como meio favoravel para a multiplicacdo das ETEC, e
também pode ocorrer apds o fornecimento de racfes em comedouros sujos, ou a ingestao
de racdes ja fermentadas (MORES & MORENO, 2012).

Os virotipos podem estar associados a area geografica em que a bactéria é isolada,
existindo variabilidade na prevaléncia e associacdo dos mesmos (FAIRBROTHER &
GYLES, 2006). Os principais virotipos e sorogrupos O de E. coli associados com a diarreia

nesta fase séo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas das cepas de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) associadas as
infeccBes em suinos da fase de creche

CARACTERISTICAS DA ETEC IDADE DO ANIMAL

Sorogrupo Fimbria Toxina Hemolisina Neonato Desmamado
08 F4'? LT"? STb"? +/- STa? + Sim Sim
0149 F4t? LT"? STb'? +/- STa? + Sim Sim
0157 F4'? LT"? STb"? +/- STa'? + Sim Sim
0138 F18ab'? F18ac'”* STa'? STh'?, Stx2e + Nao Sim
0139 F18ab'? STa'?, STb"?, Stx2e? + N&o Sim
0141 F18ac"? STa'?, STh'? + N4o Sim
0157 F18ac"? STa'?, STb'? +/- Stx2e’ + Nao Sim

ST: toxina termoestavel; LT: toxina termolabil
! Alfieri et al., 2010; ? Francis, 2002

2.1.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da diarreia na creche por ETEC sdo semelhantes aos da
colibacilose neonatal, porém o curso da doenca pode ser mais lento (MORES & MORENO,
2012). Usualmente comeca dentro de 3-5 dias apds o desmame e tem um curso de 2 a 3
dias, podendo se estender (HAMPSON, 1994; MORES & MORENO, 2012).

O principal sinal clinico presente é diarreia com consisténcia variando de pastosa a
liquida (MORES & MORENO, 2012), de coloracio amarelada ou acinzentada, causando
perda de peso progressiva (RICHARDS & FRASER, 1961). Os leitdes afetados apresentam
apatia, perda de apetite, desidratacdo e mau estado corporal (HAMPSON, 1994). Pode ser
observada agitacdo da cauda dos leitdes afetados, as extremidades do focinho, orelha e
abdémen podem estar cianoticas, a temperatura retal tende a ser normal e, eventualmente,
podem ocorrer sinais de incoordenagdo motora (FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Em
decorréncia da desidratagdo, pode ocorrer hemo-concentracdo, acidose metabdlica



21

(MORES & MORENO, 2007) e deplecio de eletrdlitos (EWING & COLE, 1994),
evoluindo para a morte. Em alguns casos, um ou mais leitdes em boas condi¢fes podem
morrer subitamente no inicio da doenca (HAMPSON, 1994), geralmente obervado por
volta de dois dias apoés o desmame, sendo o maior indice entre 6-10 dias pds-desmame
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

2.1.5 Lesbes

Na necropsia geralmente ndo séo detectadas lesGes macroscopicas ou microscopicas
significativas (MORES & MORENO, 2012). Observa-se no ID apenas excesso de contelido
com consisténcia variando de liquido a mucoide e, as vezes, excesso de Qas
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006; MORES & MORENO, 2012). No IG, presenca de
contetido excessivamente liquido (FAIRBROTHER & GYLES, 2006; MORES &
MORENO, 2012) com coloragdo acinzentada ou amarelada (FAIRBROTHER & GYLES,
2006). Em geral, o estbmago esta cheio de racdo ou contetdo liquido (HAMPSON, 1994;
MORES & MORENO, 2012). As alcas intestinais apresentam-se dilatadas e com parede
delgada e a serosa do ID pode estar levemente avermelhada (HAMPSON, 1994,
FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Em leitdes com colibacilose e em choque, pode ser
observada severa congestdo gastrica e da mucosa do ID. Estas lesbes sdo comumente
associadas com trombos microvasculares fibrinosos (FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

O principal achado microscopico é a presenca de enterite catarral, hiperplasia das
criptas intestinais e presenca de bactérias com morfologia de bastonetes aderidas a mucosa
intestinal (MORES & MORENO, 2012). Praticamente ndo ha outras lesdes, em alguns
casos pode ser observado aumento de neutrofilos na superficie da lamina propria
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

2.1.6 Diagnostico
A colibacilose e outras diarreias que ocorrem durante o alojamento na creche

possuem sinais clinicos e alteracbes anatomopatoldgicas similares (FAIRBROTHER &
GYLES, 2006). Por isso, para que seja possivel obter um diagnéstico preciso, deve-se
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recorrer a exames laboratoriais (MORES & MORENO, 2007; MORES & MORENO,
2012).

No Brasil, com frequéncia o diagnostico de colibacilose em leitdes é realizado
somente através do isolamento bacteriano, sem a identificacdo da presenca ou auséncia de
fatores de viruléncia nas cepas isoladas (MACEDO, 2005). Como a E. coli faz parte da
microbiota intestinal, apenas o isolamento ndo deve ser considerado suficiente para concluir
um diagndstico. Recomenda-se a caracterizacdo fenotipica e genotipica da amostra, a fim
de detectar fatores de viruléncia na cepa isolada (NAGY & FEKETE, 1999;
FAIRBROTHER, 2006; ALFIERI et al., 2010) e, desta forma, aumentar a precisdo do
diagndstico.

O exame laboratorial para isolamento da E. coli pode ser realizado com fezes ou
contetdo intestinal (MORES & MORENO, 2007). As amostras devem ser coletadas de
modo asséptico diretamente do reto do leitdo, com a utilizacdo de luvas e/ou suabes e
frascos estéreis, evitando contaminagcdo com cepas de E. coli ambientais ou veiculadas pelo
homem (ALFIERI et al., 2010).

A deteccdo dos genes codificadores das fimbrias e enterotoxinas nas amostras de E.
coli permitem um grande avanco no diagndstico da infeccio pelo agente (MORES &
BARCELLOS, 2012). A caracterizacdo genotipica da E. coli pode ser realizada pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que apresenta alta sensibilidade e especificidade
quando utilizada em amostras clinicas ou colénias bacterianas isoladas, identificando o(s)
gene(s) que codifica(m) a(s) fimbria(s) e/ou enterotoxina(s) (NATARO & KAPER, 1998;
QUADRI et al., 2005; FAIRBROTHER, 2006; ALFIERI et al., 2010). A técnica de PCR
multiplex representa uma melhoria no processo de diagnostico, pois permite a pesquisa de
diferentes fatores de viruléncia da E. coli pela amplificacdo de DNA, com a utilizacdo de
diferentes primers em uma mesma reacdo (NATARO & KAPER, 1998; FRANCIS, 2004;
QUADRI et al., 2005), simplificando e reduzindo os custos da identificacdo do agente. O
seu uso evita problemas na deteccédo de alguns fatores associados com a baixa expressao "in
Vitro” dos mesmos (MORES & BARCELLOS, 2012). Porém, apesar das vantagens da PCR
multiplex, o0 método também apresenta limitacdes, pois ja foi verificado que algumas cepas
de E. coli apresentam o gene para determinada proteina, mas ndo o expressam como fator
de viruléncia (FRANCIS, 2004; ALFIERI et al., 2010), gerando resultados falso-positivos.
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No exame histopatolégico, as lesdes da colibacilose sdo pouco evidentes, pode-se
identificar bactérias aderidas a mucosa intestinal pelas técnicas de imunofluorescéncia
indireta ou imunoperoxidase (FAIRBROTHER & GYLES, 2006), podendo servir como
uma informacéo importante para definir o agente como causador da diarreia (WILSON &
FRANCIS, 1986).

Provas soroldgicas (tipagem soroldgica) tem alto valor epidemioldgico, permitindo
obter dados relativos a dindmica da infeccdo ou mesmo analisar fontes de infeccédo
(MORES & BARCELLOS, 2012). Originalmente, a tipificacdo das cepas de E. coli era
realizada através de técnicas soroldgicas (soroaglutinagdo em lamina), pouco praticas,
principalmente pela dificuldade de obtengdo de paineis de soros confidveis. Outras formas
de diagndstico fenotipicos para E. coli podem ser ainda realizadas por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) ou por imunofluorescéncia indireta, para a identificacdo da
presenca das fimbrias nas cepas isoladas (FRANCIS, 2004; FAIRBROTHER & GYLES,
2006; ALFIERI et al., 2010). Anticorpos monoclonais apresentam especificidade,
sensibilidade e permitem a deteccdo dos fatores de viruléncia STa, F4, F5 e F4l
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006). Entretanto essas técnicas apresentam limitacGes, pois
alguns fatores de viruléncia da E. coli (como F6 e o subtipo F18ab) ndo séo expressados de
forma satisfatdria em cultivos "in vitro" (ALFIERI et al., 2010).

2.1.7 Controle e Prevencao

A medida de controle inicial para o controle da colibacilose deve ser a identificacéo
e correcdo dos fatores de risco e aspectos ligados a limpeza e desinfeccdo, priorizando
também a manutencio de ambientes secos e aquecidos para os leitdes (MORES &
BARCELLOS, 2012). Pode ser cessado o fornecimento da ragdo dos animais por um dia,
oferecendo apenas agua medicada e/ou reidratante, reiniciando o arragoamento de forma
gradativa, com pequenas quantidades, varias vezes ao dia (MORES & MORENO, 2012).

Para o tratamento da doenga podem ser utilizados, por via oral e/ou parenteral,
antibioticos de amplo espectro de acdo e que ajam com eficiéncia frente a bactérias Gram-
negativas (NAGY & FEKETE, 1999; ALFIERI et al., 2010). Os principios ativos mais

eficientes séo, em geral, as cefalosporinas (ceftiofur), aminociclitois (apramicina), sulfas
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associadas a trimetoprima, polimixina (colistina), aminoglicosideos (como gentamicina e
neomicina) e quinolonas (como enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina e
danofloxacina) (ALFIERI et al., 2010; MORES & BARCELLOS, 2012). A medicacio
deve ser fornecida por 5-7 dias, preferencialmente via 4gua, pois o consumo de racdo logo
apos o desmame é menor e pode variar (NAGY & FEKETE, 1999).

O amplo e algumas vezes indiscriminado uso de antimicrobianos pode resultar na
selecdo de bacteérias resistentes, podendo tornar-se predominantes na populagdo bacteriana
e transferir material genético para outros microorganismos susceptiveis, que entao
adquirem resisténcia (VAZ, 2009). Sabe-se que em E. coli genes de resisténcia podem
residir no mesmo plasmideo de genes de viruléncia. Por exemplo, como citado
anteriormente, 0s genes das toxinas STa e STbh e o gene de resisténcia as tetraciclinas estao
conjugados e presentes no plasmideo de 120kb, denominado pTC (OLASZ et al., 2005). O
conhecimento da patogenicidade dos isolados, bem como de seu perfil de sensibilidade a
antimicrobianos, podem auxiliar para a reducdo do uso dessas drogas no tratamento dos
animais, e dessa forma diminuir o risco de surgimento de E. coli resistentes em suinos e no
seu ambiente (MACEDO, 2005).

Como suporte pode ser realizado a fluidoterapia (NAGY & FEKETE, 1999),
principalmente para a colibacilose neonatal, pois os leitdes podem apresentar alta taxa de
desidratacdo que geralmente leva o animal a morte se ndo tratado a tempo (ALFIERI et al.,
2010).

Outras medidas importantes para o controle e prevencdo da colibacilose consistem
em aumentar a idade e o peso do animal ao desmame; uso de dietas com boa
digestibilidade; uso de probioticos, prebidticos e/ou acidificantes (NAGY & FEKETE,
1999). Devido a baixa absor¢do no trato gastrintestinal e baixo custo, a suplementacdo em
dietas no p6s-desmame com altos niveis de 6xido de zinco constitui uma pratica utilizada
mundialmente, visando a prevencao da diarreia, uma vez que os ions de zinco (Zn) podem
interagir com a E. coli inibindo e/ou reduzindo a atividade da mesma no trato gastrintestinal
dos suinos (JENSEN-WAERN et al., 1996).

Na resposta imunitaria contra as diferentes formas colibacilose deve-se procurar
desenvolver titulos altos da imunoglobulina A (IgA), que tem como acédo a protecdo das
mucosas (GUERREIRO, 1984). As vacinas para porcas disponiveis no mercado tem a
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finalidade de transmitir imunidade aos leitdes na maternidade através de anticorpos
(principalmente da classe 1gA) que sdo veiculados pelo colostro e/ ou leite (EWING &
COLE, 1994; NAGY & FEKETE, 1999). Essas vacinas sdo inativadas, contendo diferentes
antigenos de E. coli, os mais comuns séo as fimbrias dos tipos F4, F5 e F6 e a enterotoxina
LT (MORES & BARCELLOS, 2012). Pela supressio da ingestdo do leite no desmame, as
vacinas comerciais teriam um efeito significativo somente para a colibacilose na
maternidade.

Ja foram testadas vacinas de E. coli para leitbes desmamados, como um produto
contendo cepas vivas de E. coli F4+ ndo-patogénicas. Animais imunizados com a mesma
apresentaram maior resisténcia a infeccbes com cepas expressando o fator de viruléncia F4
(EWING & COLE, 1994). Em geral, vacinas deste tipo ainda ndo sdo consideradas
alternativas totalmente praticas e eficientes (NAGY & FEKETE, 1999) e, por isso, ndo sao
empregadas rotineiramente. Recentemente, uma vacina para leitdes em aleitamento
contendo o antigeno F4 numa amostra viva avirulenta foi lancada comercialmente no
Canada (NADEAU et al., 2010) e esta em fase de registro no Brasil. Além destas, uma
vacina viva produzida com amostra atenuada de Salmonella, a qual expressa fimbrias de
ETEC, tem apresentado resultados significativos em situaces experimentais (MORES &
BARCELLOS, 2012).
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3 ARTIGO

“FREQUENCIA E ASSOCIACAO DE FATORES DE VIRULENCIA EM AMOSTRAS
DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE LEITOES DESMAMADOS”

Abstract

The frequency of virulence factors in strains of Escherichia (E.) coli isolated from weaned
piglets was assessed. For classification of the strains of enterotoxigenic pathotypes of E.
coli, rectal swabs were collected from 25-40 days old nursery piglets with clinical signs of
diarrhea in the states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Parand, totaling 456
samples. For isolation and bacterial characterization of the samples, phenotypic and
molecular tests were used. The results of frequency of virulence factors and virotypes to
fimbriae F4, F5, F6, F18, F41 and toxins LT, STa, STb and STx2e were submitted to
statistical analysis. Out of 456 samples, 287 showed significant growth of E. coli. The
highest frequency was observed for F4 and F18 fimbriae and LT, STa and STb
enterotoxins. The most prevalent virotypes were F18-STa, F4-LT-STa-STbh, STa-F4, F4-LT-
STa-STh and F18-STx2e. Ninety-three samples (32.4%) were negative for virulence genes.
There was a significant association between positive samples for F4 fimbriae and
enterotoxins LT, STa and STb; between the F18 fimbriae and STa and STx2e; between F5
fimbriae and all enterotoxins. The most frequent toxins (LT, STb) presented significant
association (P<0.02). Beta-hemolysis was observed in 47.4% of the samples and there was
a association (P<0.0001) between hemolysis and fimbriae F4, F18, STa and STx2e.
Regarding stool consistency, it was observed a association between liquid consistency and
F4 and STa. Based on the results, it can be concluded that ETEC is an important agent of
diarrhea in weaned pigs. In several samples (32.4%) virulence factors were not detected,
suggesting the action of other factors and/or agents inducing diarrhea. And besides these,
there are other hypotheses to explain this discrepancy, which were reviewed in this work.

Key words: Swine, colibacillosis, Escherichia coli, diarrhea, virulence factors.
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INTRODUCAO

Escherichia (E.) coli enterotoxigénica (ETEC) é um dos principais agentes
infecciosos das duas formas mais frequentes de diarreia dos leitdes, a colibacilose neonatal,
na maternidade, e a colibacilose do desmame, nas primeiras semanas apds o alojamento na
creche (NAGY & FEKETE, 1999; ALFIERI et al., 2010). Além de ser considerada a
principal responsavel por diarreia logo apds o desmame, a colibacilose pode causar alta
mortalidade de leitdes nesta fase, podendo atingir 25% se medidas adequadas de prevencao
e/ou tratamento ndo forem adotadas (HAMPSON, 1994). Pode ainda provocar expressivas
perdas econdmicas pelo emagrecimento, atraso no crescimento (BARCELLOS &
STEPAN, 1991; EWING & COLE, 1994), aumento no uso de medicamentos e
desinfetantes, necessidade de servicos veterinarios, piora da conversao alimentar, reducdo
no ganho de peso, predisposicdo dos animais afetados a infecgbes secundarias e,
consequentemente, determinando variabilidade no peso dos animais do lote (ALFIERI et
al., 2010; BARCELLOS et al., 2011).

A bactéria E. coli faz parte da microbiota intestinal dos animais domésticos
(EWING & COLE, 1994; MENIN et al., 2008; MORES & MORENO, 2012) e algumas
amostras podem causar uma variedade de doencas em suinos. Para produzir diarreia, a
bactéria precisa aderir ao epitélio dos enterécitos, evitando sua eliminacdo através do
peristaltismo (COWART, 1995; MENIN et al., 2008) e produzir enterotoxinas
(FAIRBROTHER & GYLES, 2006; MORES & MORENO, 2012). A ades&o é mediada por
fimbrias, sendo as principais: F4 (K88), F5 (K99), F6 (P987), F7 (F41) (COWART, 1995;
FRANCIS, 2004; MORES & MORENO, 2012) e F18 (MORES & MORENO, 2012). E as
enterotoxinas frequentemente envolvidas nos casos de diarreia sdo a termolabil (LT) e as
termoestaveis (STa, STh) (DUBREUIL, 2008). Sendo assim, para definir a patogenicidade,
é essencial a identificacdo destes fatores de viruléncia (NATARO & KAPER, 1998;
FRANCIS, 1999).

Denomina-se virotipo, o conjunto dos fatores de viruléncia presente em um mesmo
isolado de ETEC (MACEDO et al., 2007). Existe uma ampla distribuicio de virotipos em
casos de colibacilose no Brasil e em outros paises (POST et al., 2000; FRANCIS, 2004;
MACEDO et al., 2007; VIDOTTO et al., 2009) e a defini¢o da significAncia ou nio de um
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virotipo € um fator critico para estabelecer a necessidade ou ndo de instituir um tratamento
contra a infeccdo. Com isto, pode-se prevenir o uso inadequado de antimicrobianos,
reduzindo o risco da inducdo de resisténcia (VAZ, 2009). Alem disto, constitui uma

informacao importante para a definicdo da epidemiologia da infeccdo nas granjas.

O objetivo deste estudo foi pesquisar a frequéncia de virotipos de ETEC envolvidos
com diarreia em suinos na fase de creche, usando a técnica de PCR multiplex real time com
primers especificos para os genes codificadores dos principais fatores de viruléncia.
Também foi realizada andlise estatistica das associacdes entre a presenca de toxinas;
fimbrias e toxinas; fatores de viruléncia e tipo de hemdlise; e fatores de viruléncia e a

consisténcia das fezes.

MATERIAL E METODOS

Coletas

Foram analisados materiais de treze granjas de sete areas criatorias de suinos dos
estados do Rio Grande do Sul (Lajeado e Marau), Santa Catarina (Concordia e Videira) e
Parana (Cascavel, Marechal Candido Rondon e Toledo), totalizando 456 amostras. Para
exame, foram coletados suabes retais de leitdes desmamados com idade entre 25-40 dias
(fase de creche) com sinal clinico de diarreia, entre os meses de dezembro de 2011 a julho
de 2012. Os animais ndo haviam sido medicados, com excecdo do antibidtico que era
adicionado a racdo de forma preventiva (Colistina 120ppm). Todas as granjas amostradas
pertenciam a uma mesma agroinddstria e tinham manejo, instalacdes, racdo e medicacdo
das racGes similares. No momento da coleta, para selecionar os animais com diarreia, era
realizado um exame clinico incluindo observacbes como: presenca de fezes com
consisténcia alterada no piso, parede e/ou area inferior da baia ou gaiola dos animais;
leitbes sujos com fezes; regido perineal com coloracdo avermelhada e/ou Umida; presenca
de agitacdo de cauda e, eventualmente, desidratacdo. As fezes foram classificadas
visualmente, de acordo com a consisténcia em pastosas, cremosas e liquidas (GHELLER et
al., 2008). Imediatamente ap0Os coletados, os suabes foram armazenados em meio de

transporte (Stuart) e transferidos sob-refrigeragdo para processamento.
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Andélise Laboratorial

Para obtencdo de colbnias isoladas, cada suabe foi semeado, por esgotamento, em
meio agar sangue (enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado) e &gar MacConkey,
incubados por 24 horas a 37°C. Para definir como significativo o crescimento nas placas,
foi adotado o critério de que pelo menos 90% das coldnias fossem fenotipicamente
similares. Col6nias com caracteristicas sugestivas de E. coli (agar sangue — coloracéo
acinzentada e hemolise; agar MacConkey — lactose positiva) foram repicadas para posterior
realizacdo de provas bioquimicas (OLIVEIRA, 2000). No &gar sangue, foi anotada a
atividade hemolitica, classificada em alfa-hemolise (halo e &gar escurecidos) e beta-

hemolise (halo bem delimitado com hemolise forte).

A extragdo do DNA (usando o kit NewGene Prep e NewGene Preamp) e a
amplificagdo do DNA (kit NewGene Amp) foram realizados conforme as instrugdes do

fabricante (Simbios Biotecnologia, Canoas, RS) e estdo descritas resumidamente a seguir:

Extracdo de DNA: Uma suspensdo bacteriana isolada no agar sangue ou
agar MacConkey foi adicionada a 1000pL da solucdo NewGene Prep e incubada a 60°C por
10 min. Apos centrifugacdo (10.000RPM/ 1min.), o sobrenadante foi transferido para um
tubo contendo 20pL de uma suspensdo silica (fornecido no kit NewGene Preamp), agindo
por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo agitado por inversédo a cada dois minutos.
Posteriormente foi realizada centrifugacdo (10.000RPM/ 1min.), o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado e centrifugado (10.000RPM/ 1min.) duas vezes com 150uL
de solucdo de lavagem "A" (5M tiocinato de guanidina, 0.1 M Tris-HCI [pH 6.4]), duas
vezes com 150uL de solucdo de lavagem "B™ (etanol 96%) e uma vez com 150uL de
solugdo lavagem "C" (etanol absoluto), apos esta Ultima etapa, foram centrifugados duas
vezes, para eliminacdo do sobrenadante. Posteriormente, foi realizada a secagem total da
silica (60°C/ 2 min.), adicionado 50uL de solucéo de elui¢do (10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1
mM EDTA), centrifugagdo por 3 minutos (10.000RPM) e coletado o sobrenadante com o
DNA.

Detecgdo dos fatores de viruléncia: O kit NewGene Amp consiste de um
PCR multiplex real time, no qual 2uL do DNA extraido é adicionado em 28uL de um mix
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dos reagentes de amplificacdo (Master mix e Taqg Polimerase). Os genes dos nove fatores
de viruléncia foram amplificados em trés reagdes multiplex distintas (Multiplex1,
Multiplex2 e Multiplex3) no termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems™), onde o
programa de amplificacdo consistiu de uma etapa de desnaturacdo de 3 minutos a 95°C e 45
ciclos de 15 segundos a 95°C, e o anelamento por 1 minuto a 60°C. Os resultados foram
obtidos através do Software StepOnePlus™ v2.2 (Applied Biosystems™). A Tabela 1
apresenta os primers utilizados neste estudo para a detec¢do dos genes que codificam as
toxinas LT, STa, STb e STx2e e as fimbrias de adeséo F4, F5, F6, F18 e F41.

Andlise Estatistica

A analise da frequéncia dos fatores de viruléncia e dos virotipos, para as fimbrias
F4, F5, F6, F18, F41 e toxinas LT, STa, STh e STx2e foi efetuada com o uso do
procedimento FREQ do SAS (SAS, 2005). A associagdo entre fimbrias, toxinas, hemdlise e

consisténcia das fezes foi realizada pelo Teste Qui-quadrado.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 456 amostras, 287 (62,9%) foram positivas para E. coli, indicando que a
maioria dos casos de diarreia no periodo pos-desmame observados neste estudo tinham
como agente etioldgico esta bactéria. As maiores frequéncias de genes para fimbrias foram
para F4 (38,0%) e F18 (18,8%) e para as toxinas STa (48,8%), STb (31,4%) e LT (28,6%)
(Tabela 2). Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos anteriores, onde também
foram descritos em maior frequéncia virotipos expressando as fimbrias F4 e/ou F18 (POST
et al., 2000; FRYDENDAHL, 2002; FRANCIS, 2004; DO et al.,, 2005; NAGY &
FEKETE, 2005; FAIRBROTHER & GYLES, 2006; ALFIERI et al., 2010), coincidindo
com os achados do presente estudo (Tabela 3). Entre as duas fimbrias, a F4 tem sido a
preponderante (WILSON & FRANCIS, 1986; OSEK, 1999; DO et al., 2005; WANG et al.,
2006; MENIN et al., 2008).

A fimbria F5 foi encontrada com baixa frequéncia (5,6%). Valores pouco maiores
(12,2%) foram relatados em creches no Brasil por Macédo et al. (2007), e os autores

sugeriram a possibilidade de que animais doentes na maternidade, ja curados, ainda
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estivessem portando o agente na creche. Outra possivel interferéncia seria o desmame
precoce, que influencia a reducéo dos receptores para esta fimbria (MACEDO et al., 2007).
Isto foi demonstrado estatisticamente (P<0,01) por Wang et al. (2006), ao comprovar a

relacdo entre o tipo de fimbria e a idade dos animais.

Nenhum isolado expressou as fimbrias F6 e F41, que sdo comuns apenas em
diarreia de leitdes na maternidade (FRANCIS, 2004; WANG et al., 2006; MENIN et al.,
2008). Acredita-se que, com a idade, os receptores oligossacarideos da parede celular para
F5 e F6 sejam expressos com menor intensidade, reduzindo sua presenca na creche. Ja para
a fimbria F4, os receptores ndo diminuem nesta fase (FAIRBROTHER & GYLES, 2006) e
estdo associados com diarreia tanto em neonatos como em desmamados (BROECK et al.,
2000; JIN & ZHAO, 2000). Para a fimbria F18, os receptores ndo sdo produzidos em
leitdes na fase de aleitamento, porém tornam-se abundantes em leitdes desmamados
(IMBERECHTS et al., 1997; FRANCIS, 2004).

As amostras de ETEC comuns em episodios de diarreia em leitdes da fase de creche
geralmente produzem as toxinas LT, STa e STb ou combinacgdes das mesmas (HAMPSON,
1994; NAGY & FEKETE, 1999). Os percentuais proximos ou superiores a 30%
observados para estas toxinas corroboram valores iguais ou superiores a 56% do estudo de
Do et al. (2006). A toxina STx2e foi encontrada em menor propor¢do do que as outras
toxinas (7,0%), como também observado por Vidotto et al. (2009). Essa toxina € absorvida,
age sistemicamente e esta relacionada a doenca do edema dos suinos (pés-desmame) e ndo
a sindrome da diarreia neonatal ou pds desmame (IMBERECHTS et al., 1992; FRANCIS,
2004; ALFIERI et al., 2010). Algumas amostras podem causar diarreia e doenca do edema,
podendo ocorrer isoladamente ou associadas (FAIRBROTHER & GYLES, 2006).

Para definir se uma amostra é patogénica, é necessario que esteja expressando
simultaneamente pelo menos uma fimbria e uma toxina. No presente estudo, 50,5%
amostras foram consideradas ETEC patogénicas, de acordo com este critério. De todos 0s
isolados, 55,7% e 62,4% foram positivos para pelo menos um tipo de fimbria e toxina,
respectivamente. A ocorréncia de mais de uma fimbria foi observada em 6,3% dos isolados

enquanto 37,0% foram positivos para mais de uma toxina (Tabela 3). Os virotipos
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encontrados com maior frequéncia foram F18-STa (11,1%), F4-LT-STa-STb (9,8%), F4-
STa (7,3%), F4-LT-STb (6,3%) e F18-STa-STx2e (4,5%) (Tabela 3). Post et al. (2000)
descreveram os virotipos F4-LT-STbh (41,1%) e F18-STa-STh-STx2e (32,0%) como 0s
mais frequentes para leitdes desmamados com sinais clinicos de diarreia. O virotipo F4-LT-
STa-STb foi o mais frequente nos estudos de Boerlin et al. (2005) e Do et al. (2006)
(33,3%) em Ontario e Vietna, respectivamente, e a combinacdo F4-LT-STh (42,5%) foi
uma das mais prevalentes em um estudo nos EUA (ZHANG et al., 2007). A variacdo na
frequéncia dos enteropatogenos e dos virotipos de ETEC nos rebanhos suinos pode estar
relacionada com aspectos de manejo, dinamica e pressdo de infeccdo, integridade
gastrointestinal, inibicdo competitiva, imunidade do rebanho, nutricdo, uso de
antimicrobianos e fatores estressantes (MENIN et al., 2008). Numa analise geral dos
trabalhos em que fatores de viruléncia foram estudados, pode-se observar uma ampla
distribuicdo de virotipos, indicando variabilidade de acordo com fatores multifatoriais

presentes nas diferentes granjas ou areas amostradas.

Noventa e trés amostras (32,4%) nao apresentaram simultaneamente gene
fimbrial e de toxina (Tabela 3), maior do que o valor de 18,2% encontrado no trabalho de
Do et al. (2006). A presenca de amostras de E. coli com cultivo em placa de forma
fenotipicamente significativa e ndo apresentando ao mesmo tempo uma fimbria e uma
toxina € de dificil analise na interpretacdo de exames laboratoriais. Algumas hipoteses
poderiam explicar este tipo de ocorréncia: (i) mudanga na expressao de receptores de
acordo com a idade (FAIRBROTHER & GYLES, 2006); (ii) teste falso negativo para
fimbrias com baixa expressdo “in vitro”, como F6 e F41 (ALFIERI et al., 2010); (iii)
presenca de E. coli enteropatogénica (EPEC) ou da fimbria AIDA néo analisadas no painel
de PCR usado no presente estudo (como observado por ALMEIDA et al., 2007); (iv)
diarreia causada por outros patégenos como Isospora suis e rotavirus suino (MORES &
MORENO, 2012); (v) uso de vacinas comerciais, capazes de interferir com o efeito de
fatores de viruléncia ou modificar a composi¢cdo da microbiota intestinal e a inibicao
competitiva (DO et al., 2005); (vi) raras, mas possiveis mudangas na sequéncia de
nucleotideos analisadas na PCR, fazendo com que haja falha dos primers na etapa de
sequenciamento (POST et al., 2000); (vii) perda de plasmideo durante o processo de cultivo

da amostra, resultando na auséncia da produgdo de fimbria e/ou toxina (WITTIG et al.,
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1994); (viii) existe também a possibilidade que os clones bacterianos examinados fossem
negativos para determinados fatores de viruléncia, ja que poucas coldnias foram
selecionadas para repique e posterior analise por PCR e sabe-se que em uma populacdo
bacteriana de uma placa de meio de cultivo coexistem coldnias fenotipicamente similares

expressando ou ndo fatores de viruléncia.

Houve associacao significativa entre as fimbrias F4-F18 e F4-F5 (P<0,0002)
(Tabela 4). Para as toxinas mais detectadas (LT, STa e STb) houve associacgdo significativa
(P<0,02) (Tabela 5), o que confirma relatos anteriores (SMITH & GYLES, 1970;
VIDOTTO et al.,, 2009). Embora essas toxinas possam estar presentes na maioria das
infeccBes sintomaticas, a LT é mais frequentemente relacionada ao quadro clinico de
diarreia, pois geralmente ocorre simultaneamente com os principais fatores de colonizacdo
(ALFIERI et al., 2010). A maior frequéncia das toxinas LT e STb ou somente a STbh no
mesmo isolado, corrobora os resultados de outros trabalhos (HAREL et al., 1991;
FRYDENDAHL, 2002), nos quais foram detectados plasmideos contendo simultaneamente
0s genes para LT e STb e outros contendo somente o gene para STh. A presenca de varias
toxinas nas ETEC pode ser explicada pela ampla distribuicdo de plasmideos conjugativos
com multiplos genes de viruléncia em amostras ETEC de suinos (VIDOTTO et al., 2009).

As ETEC de suinos podem apresentar diferentes associacGes de fimbrias e toxinas
(NAGY & FEKETE, 2005). Foi observada a associacdo significativa (P<0,0001) entre
amostras positivas para a fimbria F4 e para toxinas LT, STa e STb; entre a fimbria F5 e
todas as toxinas detectadas e a fimbria F18 e as toxinas STa e STx2e (Tabela 6). Smith &
Gyles (1970) descrevem a fimbria F4 em associa¢do com a toxina LT ou em combinacao
com as toxinas STa e/ou STh. Em outro estudo (DO et al., 2006), é descrita a associagéo de
todos os isolados estudados expressando a fimbria F4 com a toxina STa. A F18 é a fimbria
mais comumente associada a doenca do edema dos suinos (FRANCIS, 2002;ALFIERI et

al., 2010), e apresentou associacao significativa (P<0,0001) com a toxina STx2e (Tabela 6).

Também devem ser considerados que diversos genes de viruléncia bacteriano
podem coexistir simultaneamente em plasmideos com genes de resisténcia a antibidticos

(VIDOTTO et al.,, 2009), o que poderia explicar a alta frequéncia de resisténcia
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antimicrobiana que ocorre em granjas comerciais de suinos, que usam intensivamente
principios ativos no processo de producdo (OLASZ et al., 2005). Nas granjas amostradas a
colistina era usada rotineiramente como medicacdo profilatica, o que poderia ter
influenciado os resultados do estudo. Entretanto, ndo encontramos referéncias sobre a
influéncia deste antibiodtico e a expressao de fatores de viruléncia em E. coli. Existem na
literatura registros da associacdo de genes para ETEC e determinados antibi6ticos, como
para STa e STb e a resisténcia as tetraciclinas que estdo conjugados e presentes no mesmo
plasmideo de 120kb, denominado pTC (NAGY & FEKETE, 2005; OLASZ et al., 2005).

Em relagdo ao tipo de hemdlise, 136 amostras (47,4%) apresentaram beta hemolise,
coincidindo com o trabalho de Chapman et al. (2006). Foi observada associacdo
significativa (P<0,0001) entre as amostras beta-hemoliticas e as fimbrias F4 e F18 e as
toxinas STa e STx2e (Tabela 7). A associacgdo significativa entre a atividade hemolitica e a
patogenicidade de amostras de E. coli j& foi descrita em outros estudos (FRYDENDAHL,
2002; DO et al., 2005), porém, somente o uso deste critério pode levar a resultados falso
positivos (FRYDENDAHL, 2002). A hemdlise que ocorre durante o crescimento de
determinadas amostras de E. coli em placas de &gar sangue é devida a producdo de uma
hemolisina, que por si s6 ndo é considerada um fator de patogenicidade significativo para a
bactéria. A importancia desta caracteristica se da pela frequente associacdo de clones
hemoliticos com casos de diarreia em suinos, principalmente na fase de creche. A presenca
desse fendtipo como marcador de clones virulentos foi utilizada por varios autores como
indicador de patogenicidade (VAN DEN BOSCH et al., 1982; BRITO et al., 1999). Alguns
trabalhos associam a producdo de hemolisinas com maior frequéncia aos virotipos fimbrias
(F4 e F18), prevalentes durante o alojamento na creche, e ndo aos virotipos fimbrias que
ocorrem na fase de maternidade (F5, F6 e F41), pois geralmente estes ndo apresentam
hemolise em 4&gar sangue (FRANCIS, 2002). O sorogrupo hemolitico 0149:K91
expressando o virotipo F4-LT-STa-STb foi encontrado com maior frequéncia por Do et al.
(2006). A associacdo entre o sorogrupo 0149 e a expressdo do antigeno F4 tem sido
confirmada em varios estudos (WILSON & FRANCIS, 1986; NAGY et al., 1990; HAREL
et al., 1991), sendo estes isolados hemoliticos na maioria dos casos (DAM & KNOX, 1974;
WILSON & FRANCIS, 1986; WITTIG & FABRICIUS, 1992). Estas observactes

reforcam a associacdo significativa (P<0,0001) entre a fimbria F4 e a beta-hemolise,
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observada no presente estudo (Tabela 7). A base genética que fundamenta a associacdo
entre o fator de viruléncia e a capacidade hemolitica é devido ao fato de que a fimbria F4
tem o gene responsavel por sua expressao geralmente localizado no mesmo plasmideo que
alberga o gene determinante da hemdlise (MORES & BARCELLOS, 2012).

b 1Y

As fezes foram classificadas em “pastosas”, “cremosas” e “liquidas”, de acordo com
a consisténcia (GHELLER et al., 2008). Nesse modelo, as fezes liquidas e cremosas
certamente caracterizariam diarreia, e as fezes pastosas poderiam representar diarreia
amena ou um desequilibrio eventual de transito intestinal em alguns individuos, sem
caracterizar diretamente uma situacdo patoldgica (BARCELLOS et al., 2011). A associagao
significativa observada entre as fezes de consisténcia liquida e a fimbria F4 e a toxina STa
(Tabela 8) pode indicar relagdo com a intensidade dos sinais clinicos. Entretanto, a
avaliacdo da consisténcia fecal € uma analise muito subjetiva, havendo diferencas nos

critérios de diagnostico mesmo entre técnicos experientes (BARCELLOS et al., 2011).
CONCLUSOES

- A ETEC é um importante agente etiolégico causador de diarreia em leitGes

desmamados.

- Amostras positivas apresentam amplas combinac6es entre os principais fatores de

viruléncia envolvidos na patogenia da colibacilose na creche.

- E. coli ndo patogénicas sdo isoladas em leitbes desmamados apresentando sinal

clinico de diarreia, sugerindo outros fatores desencadeadores da diarreia.

- Correlag6es significativas entre as variaveis: fimbrias, toxinas, tipo de hemdlise e
consisténcia fecal, sdo encontradas em amostras de ETEC causando colibacilose em leitbes

desmamados.
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Tabela 1 - Descri¢cdo do Multiplex 1, 2 e 3 quanto a composicdo dos fatores de viruléncia (FV),
sequéncia dos primers e tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon).

PCR FV* SEQUENCIA Amplicon (pb**)
Primers
T4 | 5 —CAACTG AAT CAC TTG ACT CTT -3 158
5 _TTA ATA ACA TCC AGC ACA GG - 3’
Multiplex1 sp | 5~ TGCCTATGC ATCTAC ACAAT -3’ 13
STa, STb, F18 5" _CTC CAG CAG TAC CAT CTC TA-3’
c1g | 5 —TGG TAA CGT ATC AGC AAC TA-3 313

5’—ACT TAC AGT GCT ATT CGACG -3’
LT 5~ GGC GTT ACT ATC CTC TCT AT -3 979
. 5’—TGG TCT CGG TCA GAT AATG T -3’

Multiplex2

CMPAMp F41 5"~ AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG -3 612
LT, F41, STx2e 5"~ CCACTATAAGAG GTT GAAGC-3’
STx2e 5’ — AAT AGT ATA CGG ACAGCG AT -3 733
5~ TCT GACATTCTGGTTGACTC -3
£6 5~ GTAACT CCACCGTTT GTATC-3 409
. 5"~ AAG TTACTG CCAGTC TATGC -3’
Multiplex3
CMPAmp 4 5’—~GTATCT GTCCGAGAATATCA-3 499
F6, F4, F5 5"~ GTT GGT ACAGGT CTT AATGG -3’
F5 5’ — AAT ACT TGT TCA GGG AGA AA -3 930
5’-AACTTT GTGGTT AACTTCCT -3’

*Fator de viruléncia  **Pares de bases




Tabela 2. Frequéncia individual dos genes de fimbrias e
toxinas detectadas em 287 amostras de E. coli isoladas a
partir de suabes retais obtidos de leitdes desmamados com

sinal clinico de diarreia.

L Presenca
Fatores de Viruléncia % (n)
F4 38,0 (109)
F5 5,6 (16)
F6 0,0 (0)
F18 18,8 (54)
F41 0,0 (0)
LT 28,6 (82)
STa 48,8 (140)
STb 31,4 (90)
STx2e 7,0 (20)
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Tabela 3. Distribuicao percentual das associagdes dos genes fimbriais e de toxinas nas amostras de E.
coli isoladas de leitbes desmamados e com sinal clinico de diarreia.

F4 F5 F18 FA+F5 F4+F1g F4+F5+  Sem  TOTAL
F18 fimbria % (n)
0,70* 0,35 1,05
LT 7 - 1 - - - - ’
(2*%) 1) (©)
STa 7,32 i 11,15 i 0,70 i 3,14 22,30
(21) (32) ) 9) (64)
0,70 1,39 2,09
STb ! - - - - - 1 1
) (4) (6)
0,70 0,35 1,05
LT+STa ’ - - - - - i '
) 1) ®3)
6,27 4,18 10,45
LT+STb (18) - - - - - (12) (30)
9,76 4,18 1,05 0,35 0,70 16,03
LT+STa+STh ! - - ’ ’ ’ ’ ’
(28) (12) ®3) 1) ) (46)
0,35 2,09 2,44
STa+STh - - ! : . . ! !
: (2) ® O
1,05 1,05 4,53 6,62
STa+STx2e 3) 3) (13) - - - - (19)
STa+STh ] ] 0,35 ) ) ) ) 0,35
+STx2e 1) )
Nenhuma toxina 12 - - - - - 32,40 37,63
(15) (93) (108)
31,71 1,05 16,72 4,18 1,74 0,35 44,25 100,0
TOTAL’ % (n) ) 1 ) ) ) L) L L
(91) ©) (48) (12) (5) 1) (127)  (287)

* percentual de amostras positivas; ** nimero de amostras positivas



Tabela 4. Associacdo entre fimbrias de amostras de E. coli isoladas a partir de
suabes retais obtidos de leitdes desmamados com sinal clinico de diarreia.

Fatores de viruléncia Amostras positivas
F4 F5

Negativa (n= 233) 44,2 (103) 6,4 (15)

F18 Positiva (n= 54) 11,1 (6) 1,8 (1)
Valor de P (1) <0,0001 0,3214*

Negativa (n=178) - 1,7 (3)
F4 Positiva (n=109) - 11,9 (13)
Valor de P (1) - 0,0002

*Valor de P pelo teste de Fisher.
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Tabela 5. Associagdo entre toxinas de amostras de E. coli isoladas a partir de
suabes retais obtidos de leitdes desmamados com sinal clinico de diarreia.

Amostras positivas

Fatores de viruléncia STa STh STx2e
Negativo (n= 205) 44,4 (91) 6,8 (14) 9,8 (20)
LT Positivo (n=82) 59,8 (49) 92,7 (76) 0,0 (0)
Valor de P () 0,0186 <0,0001 0,0034
Negativo (n= 197) - - 9,6 (19)
Positivo (n=90) - - 1,1(0)
STa ’
Valor de P (x°) - - 0,0084
Negativo (n= 147) 43,6 (86) - 0,0 (0)
STh Positivo (n = 140) 60,0 (54) - 14,3 (20)

Valor de P (%) 0,0102 - <0,0001
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Tabela 6. Associacdo entre fimbrias e toxinas de amostras de E. coli isoladas a partir de suabes
retais obtidos de leitdes desmamados com sinal clinico de diarreia.

Amostras positivas

o botes LT STa STb STx2e
% (n) % (n) % (n) % (n)
Negativa (n=178) 9,0 (16) 38,2 (68) 14,6 (26) 9,5(17)
F4 Positiva (n= 109) 605(66)  66,1(72) 587 (64) 2.7 (3)
Valor de P ;) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0281
Negativa. (n=271) 255 (69) 458 (124) 28,4 (77) 6.3 (17)
5 Positiva (n= 16) 812(13)  1000(16) 812 (13) 18,7 (3)
Valor de P () <0,0001F  <0,0001 <0,0001 0,0903F
Negativa (n=233) 330 (77) __ 37.3(87) 36,0 (84) 2.6 (6)
F1I8  Positiva (n=54) 9,3 (5) 98,1 (53) 11,1 (6) 259 (14)

Valor de P (y°) 0,0005 <0,0001 0,0004 <0,0001




Tabela 7. Associacao entre os fatores de viruléncia e o tipo de hemdlise de amostras de E. coli
isoladas a partir de suabes retais obtidos de leitbes desmamados com sinal clinico de diarreia.

o hemolise B hemdlise
Fatores de viruléncia (n=151) (n=136) Valor de P (%)
% (n) % (n)
Fa 26,5 (40) 50,7 (69) <0,0001
F5 7.3 (12) 3,7 (5) 0,1834
F18 4,0 (6) 35,3 (48) <0,0001
LT 31,1 (47) 25,7 (35) 0,3128
STa 29,8 (45) 69,9 (95) <0,0001
STb 36,4 (55) 25,7 (35) 0,0513
STx2e 1,3(2) 13,2 (18) <0,0001
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Tabela 8. Associacdo entre os fatores de viruléncia de amostras de E. coli
isoladas a partir de suabes retais e a consisténcia das fezes leitdes desmamados
com sinal clinico de diarreia.

Consisténcia das fezes
Liquida Cremosa Pastosa

Fatores de (n= 139) (n=117) (n= 31) V;'?Z;je
% (n) % (n) % () X
F4 50,4a (70) 29,1b (34) 16,1b(5)  <0,001
F5 7,9 (12) 2,6 (3) 6.4 (2) 0,1734
F18 23,0 (32) 14,5 (17) 16,1 (5) 0,2057
LT 32,4 (45) 27,3 (32) 16,1 (5) 0,1807
STa 58,3a (81) 39,30 (46)  419ab(13)  <0,003
STb 30,9 (43) 33,3 (39) 25,8 (8) 0,7162

STx2e 5,8 (8) 10,3 (12) 0,0 (0) 0,1008
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Durante a coleta das amostras, foi observada a dificuldade do diagndstico clinico de
leitbes com diarreia, pelo fato de que as instalacdes tinham pisos com boa drenagem.
Nestas, as fezes passavam pelas frestas e, aparentemente, 0s animais ndo apresentavam
sinal clinico. O diagnostico era facil apenas nos casos mais graves, em que 0S animais
estavam sujos, apaticos e/ou desidratados. Nas granjas visitadas e que apresentavam surtos
de diarreia, claramente o problema estava sendo subestimado pelas dificuldades

mencionadas anteriormente.

A ETEC foi um agente etioldgico importante em leitbes desmamados com sinal
clinico de diarreia. As amostras positivas apresentaram amplas combina¢Ges entre os
principais fatores de viruléncia envolvidos na patogenia da colibacilose na creche (F4, F18,
LT, STa e STb). Porém, houve uma alta porcentagem (32,4%) de amostras com resultados
negativos para os fatores de viruléncia analisados. Existem varias hipoteses para explicar

esta discrepancia, foram revisados no nosso trabalho.

Através da andlise estatistica dos dados coletados, foram obtidas correlacdes
significativas entre algumas variaveis utilizadas: fimbria F4 com toxinas LT, STa e STh; F5
e todas as toxinas detectadas; F18 com STa e STx2e; toxinas LT, STa e STb, B-hemdlise e
F4, F18, STa e STx2e.

Também foi observada correlacdo significativa entre a consisténcia fecal liquida e
os fatores de viruléncia das ETEC envolvidos em casos de diarreia.
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