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RESUMO

A disseminacédo dos patégenos na criacdo dos suinos tem estimulado o
uso de drogas antimicrobianas na prevenc¢ao das enfermidades. Entretanto, essa
pratica esta associada a selegcao de bactérias resistentes, além da presenca de
residuos de antimicrobianos nos alimentos de consumo humano. Particularmente
para E. coli, esse problema agrava-se, em face do curto intervalo entre geragdes
e a capacidade de troca da informagéo genética entre as bactérias, que ocorre,
principalmente, pela presenca de elementos genéticos moveis como o0s
plasmideos. Os objetivos da presente tese experimento foram realizar o
isolamento, identificacdo, determinacdo do perfii de sensibilidade aos
antimicrobianos, bem como a caracterizacio patotipica e da presenca de DNA
plasmidial em isolados de E. coli obtidos de criatorios suinos dos Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. As amostras foram identificadas de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, sendo entao genotipificadas por
PCR para determinagao dos patotipos ETEC (F4, F5, F6, F18, ST e LT), STEC
(eae, Bfp e STx) e UPEC (sfa, pap, cnf, hly, iha e usp). Em seguida, o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer modificado. A presenca de DNA plasmidial foi avaliada pela técnica
de lise alcalina. Foram obtidos 64 isolados clinicos de suinos com diarréia, sete
isolados de fezes de suinos saudaveis e nove amostras de meio ambiente dos
criatdrios suinos (cinco de swabs das instalagdes, duas de ragdes, uma de inseto
e uma da esterqueira). Nos casos de infeccdo urinaria, foram isoladas 82
amostras de E. coli. A hemdlise foi verificada em 31,48% (51/162) isolados

clinicos, 2,47% (4/162) isolados de fezes de suinos saudaveis, 1,23% (2/162)



isolados do ambiente de criagédo e 2,47% (4/162) isolados obtidos de fémeas com
infecgdo urinaria. Os fatores de viruléncia detectados por PCR nas E. coli de
origem entérica e ambiental foram: STb 33,75% (27/80), LT 28,75% (23/80), F18
21,25% (17/80), F4 15% (12/80), STa 16,25% (13/80), F5 10% (8/80), F41 8,75%
(7/80) e STx 2,5% (2/80), enquanto que nas E. coli de origem urinaria foram
observados: pap 10,97% (9/82), iha 9,75% (8/82), sfa 6,09% (5/82), F4 4,87%
(4/82), F5 4,87% (4/82), F6 1,21% (1/82) e F41 1,21% (1/82) hlyA 10,97% (9/82),
LT 8,53% (7/82), STa 7,31% (6/82) and STb 4,87% (4/82). A resisténcia aos
antimicrobianos foi alta para todos os tipos de amostras, sendo que nos isolados
entéricos e de ambiente esta foi maior para tetraciclina e sulfazotrim, enquanto
que nas UPEC a maior resisténcia ocorreu para penicilina, lincomicina,
eritromicina e tetraciclina. Os plasmideos foram encontrados em 87,5% (70/80)
dos isolados entéricos e ambientais e em 39,02% (32/82) das amostras de
infecgcao urinaria. Com o presente estudo observou-se que os fatores de viruléncia
encontram-se amplamente distribuidos entre os isolados obtidos de leitdbes com
diarréia. A resisténcia multipla aos antimicrobianos foi verificada independe da
fonte de isolamento. Esta pode estar associada em parte a presenga de
plasmideos nos isolados. Desta forma torna-se importante que os técnicos
estejam conscientes sobre a importancia do uso racional dos antimicrobianos e o
desenvolvimento de pesquisas a cerca de alternativas para controle da

enfermidade, incluindo vacinas e probidticos.



ABSTRACT

The pathogens dissemination around the swine breeding increased the
antimicrobial drug use for disease prevention leading to resistant bacteria
selection and food residues. Mainly in E. coli, this problem is dangerous due the
short time generation and the bacteria skills to horizontal transference of genetic
information by plasmids. The goals of this study were to perform isolation,
identification, determination of antimicrobial resistance patterns, and molecular
characterization of E. coli strains, from swine production systems in Southern of
Brazil. The samples were identified according to morphological and biochemical
tests. The genotypification of different pathotype was performed by PCR. This way
we characterized the E. coli isolates as: ETEC (F4, F5, F6, F18, ST and LT
genes), STEC (eae, Bfp and STx genes) and UPEC (sfa, pap, cnf, hly, iha and usp
genes). After, the resistance patterns were evaluated by modified Kirby-Bauer
diffusion disk method. The plasmidial DNA presence was determined by alkaline
lyses extraction. Sixty four samples from diarrheic piglets, seven from healthy pig
feces, and nine from environment (five from facilities swabs, two from food, one
from insect and one from waste) E. coli isolates were obtained. From the urinary
tract, we isolated 82 E. coli strains from infected sows. The haemolysis was
verified in 31,48% (51/162) of diarrheic piglets, 2,47% (4/162) of healthy pigs
feces, 1,23% (2/162) environment and 2,47% (4/162) urinary E. coli isolates. The
virulence factors detected by PCR in enteric and environment E. coli were: STb
33,75% (27/80), LT 28,75% (23/80), F18 21,25% (17/80), F4 15% (12/80), STa
16,25% (13/80), F5 10% (8/80), F41 8,75% (7/80) and STx 2,5% (2/80), while in
urinary E. coli were: pap 10,97% (9/82), iha 9,75% (8/82), sfa 6,09% (5/82), F4
4,87% (4/82), F5 4,87% (4/82), F6 1,21% (1/82), F41 1,21% (1/82) hlyA 10,97%
(9/82), LT 8,53% (7/82), STa 7,31% (6/82) and STb 4,87% (4/82). The
antimicrobial resistance was high to all E. coli tested strains, being enteric and

environment isolates more resistant to tetracycline and



trimethoprim:sulfamethoxazole, while in urinary infections. The highest resistance
values were noticed to penicillin, lincomicin, erithromicin and tetracycline.
Plasmids were encountered in 87,5% (70/80) of enteric and environment isolates
and in 39,02% (32/82) of urinary ones. In conclusion, the present study verified the
widely presence of virulence factors among E. coli isolates from diarrheic piglets.
The multi -drug resistance was found no depending of E. coli source. This
resistance may be in part associated to plasmid presence in E. coli from Southern
of Brazil isolates. In this way the veterinary knowledge about the rational use of
antimicrobial drugs and research about alternative techniques, as vaccination and

probiotics is very important.
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INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade de grande importancia para a economia
mundial. No Brasil existem, atualmente cerca de 200 frigorificos, que foram
responsaveis pelo abate de 33,9 milhdes de suinos no ano de 2004. Na regido sul
do pais 23 suinos séo terminados por matriz ao ano, cujo indice de produtividade
€ semelhante ao de grandes produtores mundiais de suinos, como Alemanha,
EUA, Canada e Dinamarca. Aproximadamente 65% da producédo brasileira &
destinada ao mercado interno, sendo que o0 consumo per capita brasileiro
aumentou de 7,87Kg/hab/ano em 1988, para 12,1Kg/hab/ano em 2004
(ABIPECS, 2006). No mundo, o consumo da carne suina também vem
aumentando cerca de 2% ao ano, desde 1970, quando era de 9,2Kg/hab/ano,
sendo esperado que, até 2015, chegue a 17,9Kg/hab/ano. Mesmo assim,
destaca-se que a China continua sendo o maior consumidor e produtor mundial
de carne suina. O Brasil é o terceiro pais em produgao e o quinto em consumo.
Nosso pais € o terceiro maior exportador mundial, atras da Unido Européia e do
Canada (PORKWORLD, 2006). A consolidagao do Brasil como grande exportador
da carne suina esta diretamente ligada ao uso de tecnologias modernas,
melhores indices de produtividade e qualidade do produto, bem como a

adequacao as exigéncias dos diferentes mercados importadores.

A produgédo brasileira de suinos tem sofrido varias modificagbes
tecnolégicas, como a maior intensificagdo na producédo, melhorias genéticas e
nutricionais, que objetivam a maior qualidade do alimento ofertado aos animais.
Em 2016, o Brasil vai exportar 60% da soja mundial, o que garante alimento
barato e em grande quantidade para os suinos. Depois de duas décadas de
intenso trabalho, obteve-se uma melhoria na carne suina que refletiu numa
reducéo de 31% na gordura, 10% do colesterol e 14% das calorias (ABIPECS,
2006). No entanto, com essas modificacées tecnologicas houve uma maior
predisposi¢cao dos animais ao estresse, 0 que propiciou a ocorréncia de diversas
enfermidades. Nesse contexto, as doencas respiratérias e entéricas tém destaque

na suinocultura moderna, constituindo-se em um grande problema, pois se



mantém, apesar dos esforgcos de técnicos e de pesquisadores ligados a

suinocultura.

Escherichia coli € uma bactéria bacilar, gram negativa, anaerobica
facultativa, possuidora de flagelos peritriquios e capsula. As colénias em meio
solido podem ser observadas apds 24horas de incubagao e variam seu aspecto
de rugoso a mucéide. Alguns isolados sdo hemoliticos em Agar sangue. No Agar
Mac Conkey, estas bactérias fermentam a lactose, o que constitui uma importante
caracteristica que a diferencia de outros patdgenos entéricos, como a Salmonella
spp. A espécie é identificada fenotipicamente através de varias caracteristicas
bioquimicas, como auséncia da enzima citocromo oxidase, produg¢ao de indol,
reducao de nitratos, fermentacédo da glicose e outros carboidratos, com produgao
de acido e gas. Além destas a auséncia da produgdo de H,S em meios
especificos também é caracteristica de E. coli (QUINN et al., 1994, STROHL et
al., 2004).

O intestino grosso, principalmente o cdélon, é o habitat deste
microrganismo, tanto no homem como nos animais. Logo, as fezes sao a principal
fonte de contaminagao dos suinos dentro de uma granja. O numero de E. coli no
intestino grosso & de aproximadamente 10’ UFC por grama de contetido
intestinal, sendo estas bactérias responsaveis por menos de 1% da contagem
total de bactérias. Uma vez eliminadas no meio ambiente, essas bactérias podem
sobreviver por longos periodos, que podem alcangar mais de 11 semanas, desde
que em condigdes ideais, como baixa temperatura e umidade adequada
(BURROWS & RANKIN, 1970; BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999).

A tipificagcdo soroldgica de E. coli € muito importante para classificagdo da
espécie. Esta é fundamentada na presenca de diferentes antigenos somaticos,
capsulares, flagelares e fimbriais. Para determinacdo dos padrdes de antigenos
presentes em E. coli sdo utilizados anti-soros, contudo estes possuem uma
aplicacao limitada, pois estdo disponiveis apenas para um grupo reduzido de
cepas (BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999). Além dos antigenos
descritos acima, varios outros fatores sao considerados de grande importancia a

classificagdo bacteriana, em especial aqueles relacionados diretamente a



patogenicidade do microrganismo. Entre estes fatores, podemos citar exotoxinas,
associadas a perda de liquidos no intestino, a endotoxina presente na parede
celular, hemolisinas, sideroforos e adesinas (BERTSCHINGER &
FAIRBROTHER, 1999).

Os principais patotipos responsaveis por enfermidades nos criatorios
suinos sao apresentados na tabela 1 sendo E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteropatogéncia (EPEC), E. coli Shiga toxigéncia ou verotoxigénica (STEC
ou VETEC), E. coli uropatogénica (UPEC) e E. coli enteroinvasiva (EIEC) (CHOI &
SCHIFFERLI, 2001, BRITO et al., 2004, GYLES & FAIRBROTHER, 2004). Um
conjunto particular de genes é necessario, para que a E. coli ocasione uma
determinada enfermidade. Logo, conforme o padrdo de genes associados a
patogenicidade de um isolado, este pode ser classificado nos diferentes patotipos
de E. coli. Esta caracterizacdo pode também ser realizada por PCR, que permite
definir com precisdo o potencial patogénico de E. coli (TENG et al., 2004). A
genotipificagdo de isolados de E. coli pela técnica de PCR tem sido amplamente
utiizada (SARIDAKIS et al., 1997; BRITO et al., 1999; SILVEIRA et al., 2001;
AMEZCUA et al., 2002; BEIER et al., 2005). Nas diarréias em leitdes, os isolados
patogénicos demonstram ao menos um dos seguintes fatores de viruléncia:
fimbrias K88-F4, K99-F5, 987P-F6, F18, F107 e F41, e toxinas LT, STa e STb.
Por outro lado, isolados obtidos de casos de doenga do edema possuem a fimbria
F18 e a toxina STx2e. As E. coli associadas a infecgcdes urinarias apresentam
geralmente as fimbrias F1, FP (operon pap) e os fatores de viruléncia CNF1 e
CNF2, bem como a hemolisina codificada pelo gene hlyA (BRITO et al., 2004).
Cepas de E. coli obtidas de casos de infec¢des extra-intestinais normalmente séo
identificadas pela amplificacdo dos genes IpaH, responsavel pela invasao
sistémica de E. coli intestinais (TENG et al., 2004). A maior parte dos fatores de
patogenicidade esta agrupada em plasmideos e podem facilmente ser transferido
entre isolados. Segundo os mesmos autores a classificacdo de E. coli nos
diferentes patotipos pode ser dificultada pela troca de genes entre diferentes

isolados.



Tabela 1. Principais patotipos de E. coli que ocasionam enfermidades nos suinos.

Patotipo Fatores de Viruléncia Doenca

ETEC Toxina termoestavel dos Colibacilose neonatal
tiposaeb (STae STh)

Toxina termolabil dos tipos |
ell (LTIeLTIl)

Fimbrias: F4, F5, F18, 987P
e F41

EPEC — AEEC Intimina (eae) Diarréia pés-desmame

Diarréia pés-demame

Receptor translocado de
intimina (tir)

Proteinas do sistema de
secrecdo (EspA, EspB e
EspD)

Enterotoxina (EspC)

STEC - VETEC- EHEC- Fimbria: F18a Doenca do Edema

EDEC Shiga-Like ~ Toxina  ou

Verotoxina (Stx2e ou VT)

EXPEC — SEPEC — UPEC — Aerobactina Septicemias
EIEC Fimbrias: P, Se X Infecgdes urinarias
Fator Citotoxico
Necrotizante (CNF1 e

CNF2)

ETEC: E. coli enterotoxigénica, EPEC: E. coli enteropatogénica, AEEC: E. coli Attaching
Effacing, STEC: E. coli produtora de Shiga toxina, VETEC: E. coli verotoxigénica, EHEC:
E. coli hemorragica, EDEC: E. coli causadora da doenca do edema, EXPEC: E. coli
extra-intestinal, SEPEC: E. coli septicémica, UPEC: E. coli uropatogénica, EIEC: E. coli
entero-invasiva Fonte: Adaptado de CHOI & SCHIFFERLI, 2001; BRITO et al., 2004;
GYLES & FAIRBROTHER, 2004.

Infecgbes ocasionadas por E. coli geram um grande impacto a suinocultura
mundial. Elas podem ocorrer tanto em leitdes, no caso da colibacilose neonatal e
septicemias que ocasionam a morte de animais jovens. Nessas situagdes, a
bactéria pode tanto ser um patdégeno primario, como estar associada a outros
agentes que comprometam a imunidade dos animais. Nas fémeas adultas podem
ser observadas diversas manifestagdes clinicas, como mastites, que podem afetar

até 82% das porcas com agalactia e as infec¢des urinarias, onde a E. coli esta



associada a diversos outros patdgenos na etiologia inespecifica da enfermidade
(BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999). A bacteriuria esta associada a
disturbios reprodutivos, como a mastite-metrite-agalactia (MMA). Estas s&o
comuns nas fémeas de descarte, sendo que nestes casos a E. coli é a bactéria

isolada com maior frequéncia (PORTO et al., 2003).

As diarréias nos suinos nao podem ser analisadas como um fenédmeno
unifatorial e sim dependente de diversos aspectos além da viruléncia bacteriana,
como a pouca ingestdo de colostro, contaminagdo ambiental, estresse, presenca
de receptores no intestino delgado dos leitdes, entre outros. As porcas sao
consideradas a principal fonte de infeccdo para os leitdes, sendo que a
contaminagao também pode ocorrer apds a ingestdo de bactérias presentes no
meio ambiente (GYLES & FAIRBROTHER, 2004). Nos leitdes, as enfermidades
de maior relevancia sao as diarréias e a doenca do edema. As diarréias ocorrem
em animais neonatos e no pos-desmame estando associadas a patotipos
especificos de E. coli, como ETEC e EPEC. As E. coli ETEC produzem diversos
fatores de viruléncia, como fimbrias K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6), F107 (F18) e
F41 e as exotoxinas termoestaveis (STa e STb) e termolabil (LT). A toxina LT se
apresenta muito semelhante a toxina da coélera. As toxinas ST provocam uma
elevagdo nos niveis celulares de GMPc, por ativar a enzima guanilato-ciclase,
enquanto que a toxina LT, por estimulo da enzima adenilato-ciclase, acarreta um
aumento no nivel de AMPc (STROHL et al., 2004). Estes dois sinalizadores
(GMPc e AMPc) induzem uma hipersecrecao de ions cloreto e agua das células,
0 que impede absor¢ao de sodio. Assim, ocorre uma alteracdo no balanco hidro-
eletrolitico nos enterdcitos, que provoca a perda de agua e eletrélitos pelo
organismo, levando a diarréia e desidratacbes severas, que podem ocasionar
indices elevados de mortalidade nas granjas (HENTON & HUNTER, 1994). O
principal sinal clinico observado na colibacilose neonatal € a diarréia aquosa e
amarelada, que provoca desidratacdo em até 24 horas. O diagnostico da
colibacilose neonatal é realizado pela analise dos sinais clinicos, dados
epidemioldgicos, sendo que nao ocorrem lesdes especificas na necropsia. O
exame laboratorial € realizado pelo envio de conteudo intestinal e fezes para o

laboratério, a fim de ser realizado o isolamento e caracterizagdo do agente



(SOBESTIANSKI et al.,, 1999). A técnica de PCR demonstrou ser muito
importante  para  caracterizacdo da  patogenicidade dos isolados
(BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999).

A E. coli EPEC provoca uma diarréia moderada associada a ma-absorg¢ao
de nutrientes, devido ao encurtamento das microvilosidades intestinais observada
num processo patogénico denominado de attaching effacing (AN et al., 2000).
Esta lesao € associada a presenca de uma proteina denominada intimina, a qual
se liga na superficie do enterdcito. A intimina provoca um rearranjo nos filamentos
de actina do citoesqueleto celular, levando a um encurtamento das
microvilosidades e a formagao de um pedestal onde a bactéria se aloja. Com isto,
ocorre a perda da capacidade de absor¢ao de nutrientes pelas células intestinais
(GYLES & FAIRBROTHER, 2004, STROHL et al., 2004).

A doenca do edema € outra enfermidade de importadncia a suinocultura
ocasionada por E. coli STEC. A mortalidade nos lotes pode chegar a 100%,
entretanto em média esta € menor que 10%. Estas bactérias possuem uma alta
relacéo evolutiva com as EPEC. Entretanto a STEC possui “shiga” toxinas, sendo
importante nos suinos a presenga da STx2e. Esta toxina é encontrada no genoma
de um fago temperado, o qual é encontrado em diversos sorotipos de E. coli, bem
como em outros membros da familia Enterobacteriaceae (DOUGAN et al., 2001;
TOTH et al., 2003). As fimbrias relacionadas a adesao de cepas causadoras da
doenca do edema sdo a F18a/b. Apds a infeccdo e adesdo ao trato intestinal,
estes microrganismos multiplicam-se e produzem os sinais clinicos caracteristicos
da doenca do edema (HENTON & HUNTER, 1994; MOXLEY, 2000). As “shiga”
toxinas sdo produzidas e absorvidas para a circulagao sistémica. Os efeitos desta
toxina estdo envolvidos com a inativacdo da sintese protéica em células do
endotélio vascular do intestino delgado, tecidos subcutaneos e encéfalo. Esta
lesdo nas células endoteliais, induz ao aparecimento do edema e sinais nervosos
caracteristicos da enfermidade (HENTON & HUNTER, 1994). A suscetibilidade
dos animais a infecgao por STEC é muito variavel. A resisténcia natural a doenca
ocorre pela auséncia de expressdo de receptores (F18a/b) no intestino dos
animais (MOXLEY, 2000). A doenga do edema aparece normalmente de 4 a 14

dias apdés o desmame. Animais filhos de primiparas apresentam uma maior



predisposi¢ao, pois ocorre uma menor transmissao da imunidade passiva. Um ou
mais animais podem ser encontrados mortos sem apresentar sinais evidentes.
Além da mortalidade, outros sinais clinicos observados sao incoordenagao
motora, cegueira, dispnéia, edema de palpebras, paralisia, tremores, convulsées
e movimentos de pedalagem. Geralmente o histérico e os achados clinicos séo
conclusivos, sendo que o exame histopatolégico do encéfalo e isolamento puro de
E. coli patogénica no intestino permite a confirmagdo do diagndstico
(SOBESTIANSKI et al., 1999).

As infeccbes do trato urinario, também chamada muitas vezes de cistite,
decorrem da penetragdo e multiplicagcdo de microrganismos nas vias urinarias,
podendo atingir todo aparelho urinario ou parte dele (SOBESTIANSKI et al.,
1999). As fémeas suinas estdo mais sujeitas a estas infec¢des, devido a fatores
anatbmicos, fisioldgicos e de manejo, como a proximidade das extremidades
distais dos tratos digestivo e urinario, o estresse hidrico e baias mal
dimensionadas (SOBESTIANSKY et al., 1991). As infecgbes do trato urinario dos
suinos influenciam negativamente os indices de produtividade da suinocultura. Os
prejuizos associados a esta doenga estdo ligados a doengas puerperais,
infertilidade, gastos com medicamentos, reducdo de peso dos leitdbes e
mortalidade (BRITO et al.,, 2004). As infec¢cdes urinarias na porca geralmente
evoluem sem manifestacdo de sinais evidentes, passando muitas vezes
despercebidas pelo produtor e médico veterinario. Alguns dos sinais observados
sao apatia, febre, dificuldade de levantar e permanecer em estagao, alteracdo na
cor e cheiro da urina e descarga vulvar purulenta ou sanguinolenta. As alteragdes
nas caracteristicas fisico-quimicas e do sedimento da urina sdo muito importantes
para detecgcdo de animais enfermos. O exame bacterioldgico com cultivo é
utilizado para determinar o agente etioldégico e no estabelecimento de uma terapia
(SOBESTIANSKI et al., 1999). As E. coli uropatogénicas (UPEC) sao a principal
causa de infecgcao do trato urinario em mulheres e sdo também associadas a
morte e descarte de fémeas suinas adultas (BRITO et al., 1999; PORTO et al.,
2003). Segundo BRITO et al. (2004) como a E. coli é encontrada normalmente na
urina de porcas saudaveis torna-se fundamental a caracterizacdo de isolados

patogénicos. Entre os fatores associados a patogenicidade de UPEC em



humanos e suinos estdo a produgcdo de hemolisinas, aerobactinas, fimbrias nao
hemaglutinantes (987P), de hemaglutinagdo dependente da auséncia de manose
(HAMS) e de hemaglutinacdo ndo-dependente da presenga ou auséncia de
manose (HAMR), presenga de capsula, resisténcia ao soro e produc¢do do fator
citotoxico necrotisante (CNF) (SILVEIRA et al., 2001, BRITO et al., 2004). Nos
seres humanos, a importancia das chaperonas associadas a membrana externa
da parede celular e formacédo de um biofilme no interior da vesicula urinaria tém

se mostrado importante para patogenia das UPEC (KAU et al., 2005).

As drogas antimicrobianas (antibidticos e quimioterapicos) podem ser
utilizadas tanto no tratamento de infecgbes nos animais, bem como aplicadas nas
racoes, para promover o crescimento e melhorar a eficiéncia alimentar do plantel
(BARCELLOS & SOBESTIANSKY, 1998). Quando administradas em doses
subclinicas na alimentacdo de animais aparentemente saudaveis estes
medicamentos recebem o nome de promotores de crescimento. Essas drogas
atuam no controle profilatico de infeccbes pela destruicdo de bactérias
patogénicas que realizariam aderéncia ao trato digestério e provocariam
enfermidades. Da mesma forma inibiriam microrganismos competidores dos
produtores de vitaminas. O controle de doengas subclinicas é fundamental para
que os animais manifestem todo o seu potencial genético para crescimento e
producao de carne (BARCELLOS, 2005).

Embora o uso destes farmacos seja muito importante na suinocultura, sua
adocao descontrolada e abusiva tem alertado pesquisadores das areas da saude
humana e animal, para os potenciais riscos envolvidos nestas praticas.
Atualmente, sdo muitos patégenos humanos e animais com multi-resisténcia as
drogas antimicrobianas reforcando as evidéncias de que a emergéncia destas
bactérias esta associada intimamente ao uso dos promotores de crescimento. A
presenca de residuos de antibidticos nos alimentos também deve ser
considerada, tendo em vista o desenvolvimento de reac¢des de hipersensibilidade
(WALLMANN, 2006). Esta preocupagao também tem se estendido a outros
setores da produgao animal, como a aquicultura, especialmente nas regides onde
dejetos da produgado suinicola sdo empregados para alimentacdo de peixes e
camardes (CABELLO, 2006).



Um dos problemas relacionados a disseminagdo da resisténcia aos
antimicrobianos, especialmente em E. coli, € o fato desta bactéria possuir um
intervalo entre geragdes muito curto e dispor de mecanismos de transferéncia de
material genético. O principal mecanismo de transferéncia da multi-resisténcia aos
antimicrobianos em E. coli parecem ser os plasmideos. Estes elementos podem
ser transferidos via conjugacao entre duas bactérias pela formagao de uma pili F.
Associado a isto, os plasmideos podem facilmente receber outros genes de
resisténcia aos antimicrobianos via integragdo mediada por integrons e
transposons (SHERLEY et al., 2004). MORO et al. (2000) comprovaram que o
estresse térmico aumenta a quantidade de E. coli no intestino dos animais, bem
como facilita sua eliminacdo do trato digestorio para o meio ambiente. Isto ocorre
provavelmente pela reducdo no tempo de transito do conteudo intestinal. A
situacdo se torna preocupante especialmente nos criatérios suinos. Esta se
justifica pela disseminagao e contato das bactérias, tanto no trato digestério, como
no ambiente da granja e até mesmo na agua, onde os dejetos dos suinos sao
langados sem o devido tratamento. Varios estudos tém demonstrado a maior
resisténcia aos antimicrobianos de bactérias do meio ambiente, onde ocorre a
produgao animal intensiva, particularmente aqueles aonde os antimicrobianos sao
utilizados em maior quantidade (SCHMIDT et al., 2000; DOCIC & BILKEI, 2003;
HART et al., 2004; HATHA et al., 2005; PARVEEN et al., 2006;). Esta habilidade
da E. coli em colonizar e persistir em diferentes ambientes facilita o seu contato
com o homem, o que pode significar um grande risco a saude publica (BEIER et
al., 2005).

Esta situacao tem preocupado e estimulado os pesquisadores a busca de
alternativas para resolucdo deste problema, que vao desde o uso de
microrganismos benéficos ao trato digestorio, para competir com a flora intestinal
patogénica, utilizacdo de fitoterapicos e homeopatia para tratar e prevenir
enfermidades nos suinos e até alteragées profundas no manejo dos animais. O
sistema intensivo de criagdo de suinos ao ar livre (SISCAL) vem ganhando
espago na suinocultura nacional, pois tem como prioridade o bem-estar animal,
reduzir o estresse dos animais e desta forma a ocorréncia de enfermidades, o que

implica diretamente na diminuicdo do uso de agentes antimicrobianos (DALLA
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COSTA et al.,, 2001). Além disto, a pressao para retirada dos promotores de
crescimento na suinocultura € grande por parte do mercado consumidor interno e
principalmente externo. Desde 2006, a Unidao Européia ndo permite a importacao
de carne de paises onde sejam utilizados promotores de crescimento nos
animais, o que tem forte reflexo sobre o produto brasileiro (SANTOS & GIL-
TURNES, 2005).

Alternativa interessante ao uso dos promotores de crescimento, sdo as
vacinas, que podem induzir uma forte imunidade nos leitdes protegendo-os das
enfermidades provocadas por E. coli. A imunidade colostral via IgA e IgG é muito
importante no controle da enfermidade e a vacinagcdo é fundamental para que
niveis adequados destas imunoglobulinas e outros fatores especificos como
transferrinas e lactoferrinas sejam passados das porcas aos leitdes,
principalmente no caso das fémeas de primeira cria (marras). Devido a grande
variabilidade genética, antigénica e de viruléncia nos isolados de E. coli torna-se
recomendavel o uso de vacinas autégenas. Muitas das vacinas disponiveis para
profilaxia e controle da colibacilose e doenga do edema empregam a metodologia
utilizada na biotecnologia. Podem ser utilizadas fimbrias e toxinas purificadas,
bem como vacinas de DNA e subunidade protéicas (KEN & BILKEI, 2003;
RIISING et al., 2005; SIMIONATTO et al., 2005). Concomitante a utilizagdo das
vacinas é fundamental a redugcao da contaminagdo ambiental que é realizada pela
correta higiene das instalagdes (GYLES & FAIRBROTHER, 2004).

No Brasil, poucos sdo os estudos recentes envolvendo a caracterizagéo
molecular de isolados de E. coli, bem como contemplando a resisténcia destas
bactérias aos agentes antimicrobianos (BRITO et al., 2004). Este fato ressalta a
importancia de trabalhos visando a caracterizagao da patogenicidade dos isolados
de E. coli no nosso pais, bem como da determinacéo de sua resisténcia as drogas
mais comumente empregadas na terapia e na prevengado de infecgbes a
suinocultura brasileira. Estes dados sdo muito importantes para guiar os clinicos
com relacdo as melhores opcdes terapéuticas para tratamento, controle e
profilaxia da infecgdo por E. coli nos suinos, bem como auxiliar na escolha de
cepas bacterianas adequadas a utilizacdo na elaboragcdo de vacinas, mais

eficientes e com um menor impacto ambiental e a saude publica.
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Tendo em vista o exposto anteriormente, os objetivos do presente estudo

Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de E.
coli obtidos de casos clinicos (entéricos e urinarios), de fezes de suinos
saudaveis e do ambiente de granjas da regido sul do pais;

Verificar a resisténcia multipla aos antimicrobianos nos isolados;
Determinar o conteudo de DNA plasmidial nesses isolados;

Caracterizar os principais patotipos encontrados nos isolados clinicos
(entéricos e urinarios), nas fezes de suinos saudaveis e no ambiente
através da técnica de PCR multiplex;

Produzir subsidios para adocdo de uma antibioticoterapia racional,
compreensao da epidemiologia da enfermidade e producéo de vacinas de

maior eficacia.
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Capitulo 2
Patotipos de Escherichia coli na suinocultura e resisténcia aos

antimicrobianos

A ser submetido a revista Ciéncia Rural
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PATOTIPOS DE Escherichia coli NA SUINOCULTURA E RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS
Escherichia coli PATHOTYPES IN SWINE PRODUCTION AND ANTIMICROBIAL
DRUGS RESISTANCE
Mateus Matiuzzi da Costa'?, Shana de Souto Weber?, Franciele Maboni®,
Andréia Inés Ferronato', Irene Silveira Schrank?, Augusto Schrank?, Marilene
Henning Vainstein?, Agueda Castagna de Vargas®

Resumo

A suinocultura moderna tem propiciado a obtencdo de indices produtivos
positivos, entretanto tem predisposto os suinos a um grande numero de doengas.
O surgimento destas enfermidades estimulou o uso indiscriminado das drogas
antimicrobianas na prevencao de infeccdes. Escherichia coli € um dos principais
patdgenos da suinocultura e se caracteriza pela grande resisténcia aos agentes
antimicrobianos. A habilidade deste patdégeno na transmissao horizontal da
resisténcia aos antimicrobianos decorre de varios mecanismos genéticos e possui
sérias implicacbes a saude publica. Dentre os problemas associados a
disseminacao da resisténcia multipla aos antimicrobianos, podemos citar a
contaminagdo do homem e dos animais por bactérias patogénicas de dificil
terapia, principalmente através dos alimentos e do ambiente contaminados. Esta
revisdo tem como objetivo abordar aspectos relevantes da E. coli relativos ao seu
potencial patogénico em suinos e a sua resisténcia as drogas antimicrobianas.
Além disto, também apresenta algumas das alternativas aos usos destes
farmacos na suinocultura.

Palavras- Chave: E. coli, suinos, resisténcia, antimicrobianos, meio ambiente.
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Abstract

The modern porcine practice has provided positive results in pork meat
production, however this practice predisposes the animals to a large number of
diseases. The possibility to adquire the large variety of infectious diseases induced
the pork producers the utilization of antimicrobials drugs, known as growth
promoters. Escherichia coli is one of the most important pathogens in swine
production systems e has been characterized by multi-resistance to antimicrobial
drugs. The ability of these bacteria to horizontal spread of antibiotic resistance is
associated to several genetic mechanisms and has many public health regards.
Among the problems associated to spread of multi-resistance are the man and
animal contamination with difficult therapy against pathogenic bacteria, mainly by
contamination of their food and environment. This review aim to discuss important
aspects related to the pathogenic potential of E. coli on swine and its resistance to
antimicrobial drugs. Besides, we present some alternatives to antimicrobial drugs
on swine production.

Key-Words: E. coli, swine, resistance, antimicrobial drugs, environment.
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Suinocultura moderna e o uso de antimicrobianos

No Brasil, a partir da década de 70, a criagdo de suinos passou por
diversas modificacdes. Através da intensificacdo na producido, de melhorias
genéticas e nutricionais, uma melhor produtividade foi obtida. Porém, essa
intensificacdo predispbés os animais ao estresse, trazendo um maior risco de
aquisicao de doencas (LOVEDAY, 1994). Mesmo com os esforgos para controle
das enfermidades gastro-intestinais, estas sao responsaveis por inumeras perdas
na producao de suinos. As diarréias sao principalmente observadas em neonatos
e animais ap6s o desmame. Enquanto as perdas econdmicas associadas a
mortalidade sado evidentes, a reducdo no desempenho nem sempre é detectada
pelo produtor, ocasionando prejuizos consideraveis (COOPER, 2000; WILLS,
2000).

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados para prevenir ou tratar
infecgdes microbianas nos animais € no homem, sendo utilizados para acelerar o
crescimento e desempenho dos animais, inclusive na aquicultura (KUMMERER,
2004). A veiculagao de antimicrobianos nas ragbdes de suinos tem sido bastante
discutida (LA FUENTE et al., 2005). O uso abusivo destas drogas esta associado
a diversos problemas, como a presencga de residuos na carne e transmissao de
bactérias resistentes para o meio ambiente, animais e o proprio homem, com
risco potencial a saude publica (DUNLOP et al., 1999; SCHMIDT et al., 2000,
WHITE et al., 2006).

Dados norte americanos indicam que 40% do total de drogas
antimicrobianas produzidas sao utilizadas para alimentacdo animal, em especial

dos suinos. A contaminagcdo do meio ambiente constitui-se num sério risco,
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principalmente a contaminagcdo da agua que recebe dejetos de suinos, bovinos e
aves nao tratados corretamente (PETERSEN et al., 2002). Tendo em vista que os
ecossistemas humanos, suinos e bovinos sio intimamente relacionados pelas
cadeias produtivas de alimentos, a transferéncia de bactérias resistentes € muito
importante, levando em conta ndo sé o consumo de alimentos, como também o

carater ocupacional desta infecgdo (SCHROEDER et al., 2002).

Infeccdes ocasionadas por E. coli nos suinos

A colibacilose é a enfermidade entérica de maior impacto na suinocultura,
especialmente em animais neonatos e no pés-desmame. Essa doencga pode ser
ocasionada por cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli (ETEC). Para o
desenvolvimento da enfermidade, as bactérias precisam aderir-se a mucosa
intestinal e produzir uma ou mais enterotoxinas termolabeis (LT 1 e LT Il), e
termoestaveis (STa e STb), que levam ao desenvolvimento de diarréia e
desidratacio, podendo resultar na morte dos animais. Os tipos de fimbrias
comumente associados com a doenga nos animais domésticos sdo K88 (F4), K99
(F5), 987P (F6), F41 e F18 (HENTON & HUNTER, 1994; DEAN-NYSTROM et al.,
1997; GYLES & FAIRBROTHER, 2004). A maior prevaléncia da infecgao e de
morte em suinos ocorre no periodo de 12 horas até quatro dias apés o
nascimento (COOPER, 2000). A colibacilose neonatal ocorre pela ingestao de
bactérias de origem materna e ambiental, auséncia das defesas naturais, como
flora normal do intestino e barreira gastrica, presencga de receptores para fimbria
nos recém-nascidos € a alta susceptibilidade dos animais as enterotoxinas

produzidas por E. coli (GYLES & FAIRBROTHER, 2004). Associados a estes

17



fatores, a inadequada ingestao de colostro pelos leitdes é considerada como um

dos principais fatores predisponentes (HENTON & HUNTER, 1994).

O estresse e a redugao nos niveis de anticorpos recebidos passivamente
desempenham um importante papel na infeccdo por ETEC em suinos
desmamados. O desmame altera a fisiologia dos animais e induz a uma elevagéao
do pH estomacal, provocando reducao na atividade bactericida gastrica (HENTON
& HUNTER, 1994). A diarréia pés-desmame esta associada a elevagao do
numero de E. coli hemoliticas em relagao as nao-hemoliticas no trato
gastrointestinal; decorrente principalmente pela troca da dieta dos leitdes

(COOPER, 2000; GYLES & FAIRBROTHER, 2004).

E. coli enteropatogénica (EPEC) também pode determinar um sério
impacto a suinocultura por estar envolvida no desenvolvimento de diarréias
neonatais e pés-desmame associadas a ma absorg¢ao de nutrientes (AN et al.,
2000). Contudo, poucos sao os dados relativos a prevaléncia da infecgao por esta
bactéria nos suinos, em especial no Brasil. A importancia clinica destas bactérias
tem sido relatada em outras espécies animais, como ruminantes, caes, macacos
e no proprio homem (BEAUDRY et al., 1996; SARIDAKIS et al., 1997;

CARVALHO et al., 2003; NAKAZATO et al., 2004; TENG et al., 2004).

As E. coli EPEC aderem-se ao intestino delgado e grosso dos animais,
produzindo uma lesao denominada attaching effacing. Neste processo, os
enterdcitos sdo degenerados e uma leve inflamacgao da lamina prépria pode ser
observada, principalmente no ileo. O duodeno e o ceco sao os locais onde ocorre
a maior colonizagao (BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999; AN et al., 2000).

A lesao de attaching effacing é caracterizada pela adesdo de uma proteina
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localizada na superficie da bactéria, denominada intimina, a superficie do
enterdcito. A intimina provoca um rearranjo no citoesqueleto da célula,
particularmente nos filamentos de actina, levando a um encurtamento das
microvilosidades dos enterdcitos e a formagao de um pedestal onde a bactéria se
aloja. Com isto, ocorre a perda da capacidade absortiva do epitélio intestinal

(GYLES & FAIRBROTHER, 2004).

Os fatores de patogenicidade associadas a lesao de attaching effacing séo
codificados por uma ilha de patogenicidade denominada LEE (locus enterocite
effacement), a qual se constitui num cluster de genes com 35kb (PERNA et al.,
1998). A LEE codifica importantes fatores para a aderéncia bacteriana, como a
intimina, codificada pelo gene eae, bem como uma série de proteinas secretadas,
as Esps (EPEC secreted proteins). Estas quando polimerizadas formam uma
estrutura filamentosa semelhante a uma agulha, caracteristica do sistema de
secrecao do tipo lll. Por este sistema é injetado na célula hospedeira, um receptor
para intimina, também presente na ilha de patogenicidade, denominado Tir
(translocated intimin receptor) (AN et al., 2000; CLEARY et al., 2004). Varias
adesinas tém sido estudadas como fatores de patogenicidade nas E. coli EPEC,
porém a que tem demonstrado maior importancia é a Bundle forming pillus (BFP).
Esta fimbria, codificada por um plasmideo (EAF-EPEC Adherence Factor) de
cerca de 80kb, tem se mostrado importante para a interacéo célula-célula e a
formacao da microcolénia, bem como para a dispersao das bactérias deste
arranjo. Estudos apontam que esta fimbria € muito importante para adesao inicial
da bactéria aos enterécitos (CLEARY et al., 2004). Contudo, tanto amostras

EAF+, quanto EAF — tém sido isoladas de E. coli envolvidas em diarréias no
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homem (GIRAO et al., 1999). Cepas atipicas de EPEC, que possuem homélogos
da LEE, mas que diferentemente das demais, nao apresentam plasmideos
contendo os genes de aderéncia, tém demonstrado aderéncia difusa (GARTNER

& SCHMIDT, 2004).

Outra importante enfermidade, ocasionada por E. coli verotoxigénicas
(STEC, VETEC ou EHEC) em leitbes recém desmamados é a doenga do edema.
Estas E. coli possuem uma alta relagdao com as EPEC. As duas possuem a LEE,
entretanto a STEC possui importantes shiga toxinas, sendo a STx2e considerada
importante para suinos. Esta toxina € encontrada como parte do genoma de um
fago temperado, o qual se integra ao genoma da célula hospedeira sendo
encontrado em diversos sorotipos de E. coli e em outros membros da familia
Enterobacteriaceae (DOUGAN et al., 2001; TOTH et al., 2003). Depois de uma
infeccgao inicial do trato intestinal, estes microrganismos se aderem e se
multiplicam no interior do intestino delgado (HENTON & HUNTER, 1994;
MOXLEY, 2000). A fimbria F18a/b esta relacionada a adesao de cepas
causadoras da doenga do edema. Durante a multiplicagdo da bactéria, a shiga
toxina é produzida e absorvida pela circulacao sistémica, onde induz a inativagao
da sintese protéica em células do endotélio vascular do intestino delgado, em
tecidos subcutaneos e no encéfalo. A destruicao das células endoteliais leva ao
aparecimento do edema e de sinais nervosos caracteristicos da enfermidade
(HENTON & HUNTER, 1994). A suscetibilidade dos animais a infec¢ao por EHEC
varia, sendo relacionada a um mecanismo genético. A resisténcia natural a
doencga do edema ocorre pela ndo-expressao de receptores (F18a/b) no intestino

dos animais (MOXLEY, 2000).
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As infecgdes do trato urinario nada mais sdo do que a penetragdo e
multiplicagdo de microrganismos nas vias urindrias. As fémeas estdo mais
sujeitas a essas infecgbes devido a uma série de diferengas anatomicas e
fisiologicas, tais como a proximidade entre o anus e a vagina (SOBESTIANSKY et
al., 1991). As infec¢des do trato urinario dos suinos influenciam negativamente os
indices de produtividade da suinocultura. Os prejuizos associados a essas
infeccbes estdo ligados as doengas puerperais, infertilidade, gastos com
medicamentos, reducao de peso dos leitdbes e mortalidade (BRITO et al., 2004).
As E. coli uropatogénicas (UPEC) sdo a principal causa de infecgdo do trato
urinario em mulheres, e sdo também associadas a morte de fémeas suinas
(BRITO et al., 1999; PORTO et al., 2003). Segundo BRITO et al. (2004), como as
E. coli sdo encontradas normalmente na urina de porcas saudaveis, torna-se
fundamental a sua diferenciagcdo de amostras patogénicas. Entre os fatores
associados a patogenicidade de UPEC em humanos e suinos estdo a producgao
de hemolisinas, aerobactinas, fimbrias ndo hemaglutinantes 987P (F6), fimbrias
de hemaglutinagdo dependente da auséncia de manose (HAMS), fimbrias nao-
dependentes da presencga ou auséncia de manose (HAMR), capsula, resisténcia
ao soro e produgao do fator citotoxico necrotisante (CNF) (SILVEIRA et al., 2001;
BRITO et al., 2004). Nos seres humanos, as chaperonas associadas a membrana
externa da parede celular e a formagao de um biofilme no interior da vesicula
urinaria tém-se mostrado importante a patogenia das UPEC (KAU et al., 2005).

Conforme HENTON & HUNTER (1994), a maioria das cepas patogénicas
de E. coli isoladas de suinos s&o hemoliticas, sendo, no entanto, esta

caracteristica nao verificada para as outras espécies domésticas. Na maior parte
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dos casos, somente o isolamento de E. coli a partir de amostras de fezes e
conteudo intestinal pode ndo ser suficiente para o diagndstico da enfermidade.
Nestes casos, € necessaria a biotipificacdo de fimbrias e toxinas. A biotipificacao
dos isolados pode ser realizada por soro-aglutinagdo, ELISA, imunofluorescéncia

e PCR (genaotipificagdo) (BRITO et al., 1999; WILLS, 2000; DO et al., 2006).

Transferéncia da resisténcia em bactérias

A resisténcia bacteriana as drogas tem sido tema de estudo por diversos
pesquisadores, e constituindo-se em um grande desafio aos profissionais da area
da saude. A origem desta resisténcia nem sempre é clara (KRUSE & SORUM,
1994), muitos pensam que esta se desenvolve somente apdés o uso das drogas
antimicrobianas, porém a grande variedade de genes envolvidos na resisténcia
indica uma origem e evolugdo muito antiga. Dados de pesquisa apontam que
estes genes estariam envolvidos com a protegao aos antibidticos produzidos por
outras bactérias, como Streptomyces spp. presente no solo (SUMMERS, 1996;
D’COSTA et al., 2006).

A transferéncia de genes entre as bactérias foi primeiramente descrita em
1928, em estudos de viruléncia de pneumococos em camundongos. Muitos dos
genes adquiridos desta forma podem carrear informagdes deletérias as bactérias
receptoras, reduzindo sua populagao, outras informacdes sado neutras, enquanto
algumas, que conferem vantagem seletiva aos microrganismos, podem ser
carreadas por plasmideos e disseminar-se rapidamente numa populacio

bacteriana (THOMAS & NIELSEN, 2005).
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A transformacao € o processo pelo qual o DNA pode ser absorvido a partir
do ambiente onde a bactéria se encontra. O DNA pode persistir por muitas horas
ou dias no meio ambiente e ser incorporado por microrganismos aptos. A
transformacao natural envolve a competéncia da bactéria receptora, ou seja,
permissividade a entrada do DNA exdgeno. Esta capacidade ja foi comprovada,
em condi¢des naturais, para E. coli (BAUR et al., 1996) e outras bactérias de solo,
como Pseudomonas stutzeri e Acinetobacter sp. (VRIES et al., 2001). DNA puro
com potencial para transferéncia pode ser obtido de diferentes fontes como solo,
agua, fezes, silagem, saliva humana, alimentos e ragdes (THOMAS & NIELSEN,
2005).

A conjugacao envolve a troca de DNA por plasmideos via formagao de pili
sexual ou pili F. A pili comunica o citoplasma de duas células e permite tanto a
passagem de plasmideos, como de segmentos de DNA cromossomal
(SUMMERS, 1996). Os integrons sdo pequenos plasmideos que utilizam outros
maiores para sua replicagao e transmissao, enquanto que os transposons sao
sequéncias de DNA de replicagdo e transmissao integradas em um genoma.
Estas duas moléculas sdo muito importantes para o desenvolvimento de
resisténcia multipla as drogas antimicrobianas (SHERLEY et al., 2004).

Tendo em vista os aspectos negativos da transferéncia de informagao
génica entre as bactérias, ndo € surpreendente que exista uma série de
obstaculos a serem vencidos para que estes eventos acontecam. Entre estes
podemos citar a exclusao de superficie, que € muito importante para conjugagao,
uma vez que reduz a receptividade a pili F e a presenca de endonucleases, que

reconhecem sequéncias especificas do DNA exdgeno e o clivam. Este ultimo
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processo € menos frequente, pois quanto menor for a sequéncia de DNA
adquirido, menor sera a probabilidade de ocorréncia de sitios de clivagem
(FROST et al., 1994; JELTSCH, 2003; THOMAS & NIELSEN, 2005). Além disto, o
estabelecimento, a replicagdo, a transcricdo e a traducdo de sequéncias
estranhas ao hospedeiro também podem ser bloqueadas (THOMAS & NIELSEN,

2005).

Resisténcia de E. coli aos antimicrobianos

A E. coli € uma das espécies onde cepas multi resistentes aos
antimicrobianos tém emergido rapidamente nos ultimos anos (SHERLEY et al.,
2004). Estudo realizado na Suica com E. coli VETEC, tém apontado para uma
resisténcia as tetraciclinas, sulfonamidas e estreptomicina, usadas
indiscriminadamente na alimentagdo de suinos no pais (STEPHAN &
SCHUMACHER, 2001). Mesmos achados foram obtidos em amostras de animais
submetidos ao abate em Portugal (PENA et al., 2004). DUNLOP et al. (1998), nos
EUA, verificaram a presengca de isolados com uma resisténcia de 71% a
tetraciclina, mas esta foi considerada baixa, tendo em vista pesquisas de outros
paises onde esta droga é utilizada nas ragdes dos suinos. No Canada, BOERLIN
et al. (2005) demonstraram que existe uma grande diferenga na resisténcia aos
antimicrobianos entre isolados de ETEC e outros comensais.

E. coli € uma das principais espécies onde plasmideos contendo genes
envolvidos no processo de resisténcia multipla aos antimicrobianos vém sendo
descobertos. Esta caracteristica estd relacionada a sua grande distribuicdo

ambiental e propensdo a albergar elementos genéticos moveis, em especial os
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plasmideos. A conjugagdo, transposicao e recombinagdo sa&o amplamente
incriminadas com a evolugéo da resisténcia bacteriana as drogas antimicrobianas.
Eventos de transposicao e integragdo sao importantes mediadores da resisténcia
multipla as drogas antimicrobianas dentro da familia Enterobacterioaceae
(SCHROEDER et al., 2002; SHERLEY et al., 2004). O uso de antimicrobianos nao
pode ser considerado a uUnica pressao de selecdo para bactérias resistentes. Os
plasmideos podem carrear genes com diferentes fungdes, tais como: fatores de
viruléncia, adesinas, toxinas, resisténcia a metais pesados e genes de
metabolismo de substratos incomuns (LAZZAR et al., 2003; SHERLEY et al.,
2004). Desta forma, desinfetantes e suplementos alimentares podem apresentar
uma importante forca de selegao para bactérias resistentes em uma propriedade
(YATES et al., 2004). Também a resisténcia a um antimicrobiano pode ajudar na
co-selegao de resisténcias as outras drogas, nos casos de resisténcia multipla
aos antimicrobianos (BLICKWEDE & SCHWARZ, 2004). Plasmideos contendo
genes de resisténcia aos antimicrobianos e enterotoxinas sédo descritos, desta
forma a resisténcia pode ser esperada em isolados clinicos (DUNLOP et al.,
1999). No entanto, estudos realizados em bovinos tém apontado que estas
caracteristicas nem sempre sdo encontradas em associagcdo (ORDEN et al.,
1999; STEPHAN & SCHUMACHER, 2001; BETTELHEIM et al., 2003).

Em muitos casos a resisténcia a uma determinada droga pode se estender
a outras ligadas geneticamente. Como exemplo temos a gentamicina,
amplamente usada na suinocultura, cujo gene de resisténcia esta localizado num
plasmideo, que também codifica carater de resisténcia para tetraciclina,

sulfonamidas e penicilinas (DUNLOP et al., 1999). Os mesmos autores alertam
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para grande concentracado de bactérias contendo estes plasmideos nas fezes dos
animais. Estudo realizado por BETTELHEIM et al. (2003) comprovou que em
bovinos, como nos seres humanos, as maes sao a principal fonte de
contaminagao de E. coli resistentes aos neonatos, e que estas bactérias fazem
parte da microflora intestinal. O que também pode ser esperado para os suinos
(GYLES & FAIRBROTHER, 2004).

Apds o0 uso de uma droga antimicrobiana, principalmente as de amplo
espectro, pode-se observar a elevacao do percentual de cepas resistentes entre
bactérias patogénicas e comensais (WHITE et al., 2006). Segundo DUNLORP et al.
(1998), a redugao no tratamento de animais com grupos de antimicrobianos de
largo espectro pode auxiliar na redugao da prevaléncia de E. coli resistentes em
suinos. Porém, trabalho recente apontou que uma vez adquiridos os genes e
elementos modveis responsaveis pela resisténcia, estes representam um custo
muito baixo a bactéria. Desta forma, a E. coli tende os manter, indicando que a
reducdo na resisténcia aos antimicrobianos pela remog¢ao na pressao de selecao,
ou seja, na alimentagdo dos animais com antibiéticos, pode, no minimo, ser um
processo muito lento (ENNE et al.,, 2005). Desta forma é importante a
manutencido de investimentos no sentido de conservar a sanidade dos animais,

reduzindo a necessidade de antimicrobianoterapia (WALLMANN, 2006).

Impacto ambiental do uso de antimicrobianos na suinocultura
A contaminacdo do meio ambiente constitui-se num sério risco,
principalmente a partir da agua que recebe dejetos de suinos e aves tratados

incorretamente (PETERSEN et al.,, 2002). Além disto, bactérias com pouca
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patogenicidade para humanos, mas resistentes aos agentes antimicrobianos,
podem passar esta caracteristica para os patégenos humanos através de
plasmideos R (DUNLOP et al., 1999). Bactérias patogénicas para o homem
podem ser disseminadas para o meio ambiente a partir de dejetos e podem ser
encontradas contaminando aguas superficiais, como rios e lagos. Estudos
apontam uma relacdo entre a deteccdo de bactérias resistentes aos
antimicrobianos e a presencga de contaminagao por esgoto nos rios (FERREIRA et
al., 2003; KUMMERER, 2004). O dejeto suino pode carrear inumeros patégenos
bacterianos humanos, como Salmonella sp., E. coli e Campylobacter sp.
(VANOTTI et al., 2005). O tratamento dos dejetos suinos parece ser eficiente na
reducdo nas contagens de Salmonella sp., contudo, particularmente a S.

Typhimurium, pode ainda ser isolada (SCHMIDT & CARDOSO, 2003).

Em condicbes naturais em um rio ndo poluido existem pouquissimas
bactérias resistentes a antimicrobianos. Isto pode ser explicado pela auséncia de
uma pressdo de selecdo; contudo nos ambientes poluidos pela ocupacao
humana, a resisténcia aos antimicrobianos ¢é frequentemente observada
(MCARTHUR & TUCKEFIELD, 2000; VILANOVA et al., 2004; SHEHANE et al.,
2005). Os coliformes totais, coliformes fecais, presenca de E. coli e Enterococcus
sp. sao utilizados como indicadores da qualidade microbioldgica de aguas e dos

riscos a saude publica (MEAYS et al., 2004).

A presenca de E. coli e outros coliformes fecais na agua indica a
contaminacgao pelas fezes de animais, tais como os suinos e o do proprio homem
(FEUERPFEIL & STEZLER, 1992; QUINN et al., 1994). Estes microrganismos

tém demonstrado uma grande habilidade em resistir a diversos esquemas de
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tratamento de dejetos, sendo muitas delas resistentes aos antimicrobianos
(VILANOVA et al., 2004). A principal fonte de contaminagao da agua por bactérias
multi-resistentes € a presenca de dejetos sélidos e liquidos de animais, bem como

excrementos de origem humana (REINTHALER et al., 2003).

Um estudo reportou que muitos eventos de transmissao de plasmideos de
resisténcia em E. coli podem ocorrer na agua superficial ou no esgoto. Esses
eventos acontecem principalmente quando a concentracdo das bactérias for alta,
0 que maximizaria o contato e a possibilidade de conjugacdo (REINTHALER et
al., 2003). Outros apontam que contagens superiores a 10° UFC/ml podem ser
encontradas em unidades de tratamento de esgoto e estariam associadas a uma
resisténcia bacteriana seis vezes superior ao esperado (STEZLER & ZIEGERT,

1988).

Perspectivas: Alternativas ao uso de antimicrobianos

Os problemas associados a utilizagdo de drogas antimicrobianas na
suinocultura tém despertado nos pesquisadores a busca por alternativas que
diminuam os riscos de infeccbes nestes animais. Entre essas alternativas
podemos citar os probidticos, prébioticos e acidificantes (LA FUENTE et al.,
2005). Os probiodticos sdo preparados com microrganismos vivos que atuam pela
biorregulagdo da microbiota intestinal e estimulo da fisiologia intestinal através da
producao de compostos, como vitaminas, enzimas e acidos organicos (KRITAS &
MORRISON, 2005). A presenca de tais microrganismos no intestino tem sido
associado a redugao na contagem de E. coli hemolitica nos intestinos de leitdes

(SCHAREK et al., 2005). Além disto, estes agentes também s&o importantes
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estimuladores do sistema imunologico do hospedeiro, em especial de
imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina G (IgG) e da atividade dos macréfagos
(KOENEN et al.,, 2004). Os prébioticos, como os acidos graxos volateis, sao
compostos que auxiliam o crescimento seletivo da microbiota intestinal nao
patogénica (LIU et al., 2003).

Os acidificantes atuam pela reducédo no pH, estimulando a proliferacdo de
Lactobacillus sp. reduzindo a multiplicagdo de bactérias patogénicas, como
Salmonella sp. e E. coli, no intestino (FRANCO et al., 2005; TSAI et al., 2005).
Entre os principais acidos orgénicos que servem de suplemento nas ragdes
animais, podemos citar o acético, benzdico, citrico, férmico, fumarico, lactico,
fosforico, propiénico, sorbico e tartarico (LA FUENTE et al.,, 2005). Além das
propriedades antimicrobianas, os acidificantes melhoram a digestibilidade de
outros componentes, como proteinas e aminoacidos, melhorando a eficiéncia
enzimatica, sendo desta forma de grande importancia a nutricdo animal (BLANK
et al., 1999).

A vacinagao de porcas antes do parto tem sido de grande utilidade no
controle da colibacilose (BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999). O colostro
das fémeas imunizadas contém quantidades suficientes de imunoglobulinas para
protecdo dos filhotes. Dentre estas, podemos citar a IgA e IgG, que
desempenham o papel de proteger os filhotes na fase inicial de sua vida. Quanto
maior o numero de paricdes, maior a protecao transmitida da fémea aos filhotes
(NETO et al., 2001). Este fato €& verdadeiro especialmente para fémeas de
primeira cria oriundas de propriedades, onde as enfermidades ocasionadas por E.

coli sdo raras ou inexistentes (RIISING et al., 2005). Além disto, o colostro contém
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fatores especificos como transferrinas e lactoferrinas, que auxiliam na prevengao
das enfermidades ocasionadas por E. coli (HENTON & HUNTER, 1994). Varios
trabalhos apontam a eficiéncia das vacinas para controle da colibacilose e da
doenga do edema (KEN & BILKEI, 2003). Muitas destas vacinas empregam
tecnologia atuais, como o uso de fimbrias ou toxinas purificadas, e vacinas de
DNA ou subunidade protéica (RIISING et al., 2005; SIMIONATO et al., 2005,
LIANG et al., 2006). A estimulagao oral dos leitdes com fimbria purificada (F4) tem
sido eficiente em estimular uma imunidade de mucosa nas placas de Peyer. Esta
imunidade é muito importante, principalmente para redugdo da diarréia pos-
desmame, que ocorre numa fase de vida dos animais, onde os anticorpos
maternos transmitidos pelo colostro ndo sao protetores (SNOECK et al., 2006).

A identificacdo dos fatores de viruléncia associados a patogénese da
enfermidade, e as técnicas de DNA recombinante tém permitido o surgimento de
vacinas mais eficientes na protecdo dos animais. Nos casos de falhas vacinais, a
caracterizagdo dos isolados envolvidos e o uso de vacinas autdégenas se
apresentam muito importante (BERTSCHINGER & FAIRBROTHER, 1999).
Conforme os mesmos autores, a prevengao das infecgdes intestinais por E. coli,
em suinos, envolve a reducdo no numero de E. coli patogénicas no meio
ambiente através da adogao de boas praticas de higiene, melhora no manejo e

provisdo de uma imunidade completa aos animais.

Conclusao

Tendo em vista o discutido neste trabalho, podemos concluir que o uso

indiscriminado de antimicrobianos na suinocultura pode apresentar sérios reflexos
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a produgao dos animais, a saude publica e ao meio ambiente. Uma vez adquirida
pela E. coli, a resisténcia aos antimicrobianos pode ser transmitida a outros
isolados e mantida por um longo periodo de tempo. Logo, a conscientizagdo dos
técnicos é fundamental, bem como a realizagdo de estudos com o objetivo de
dimensionar este problema, aplicar e descobrir novas estratégias alternativas ou

complementares ao uso racional de drogas antimicrobianas na suinocultura.
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Abstract

Escherichia coli infections account for significative economic losses in swine
production around the world. Antibiotic therapy is widely used to control and prevent
swine infections. However, the abusive consumption of these drugs associated to the
presence of chemical residues in food and the spread of resistant bacteria to
environment are the main factor of risks to public health. Here, we report virulence
factors and antimicrobial resistance patterns from E. coli isolates from Southern of
Brazil. A total of 80 E. coli isolates were evaluated, being 64 from clinical samples
(intestinal content and fragments of organs from diarrheic piglets), 7 from feces of
clinically healthy piglets and sows and 9 environmental samples (5 from facilities
swabs, 2 from feed, 1 from insect and 1 from waste). Molecular characterization was
performed by PCR detection of fimbriae and toxin genes and plasmid content
determination. The isolates were also characterized according to their resistance or
sensitivity to the following drugs: ampicillin, trimethoprim:sulfamethoxazole,
tetracycline, amikacine, colistin, norfloxacin, florfenicol, enrofloxacin, cefalexin,
trimethoprim, neomycin, cloramphenicol and gentamicin. From 80 E. coli isolates,
66.67% were classified as enterotoxigenic E. coli (ETEC), 3.1% were shiga toxin
producing E. coli (STEC) and 30.15% showed a non specific pattern and were
unclassified. One fecal isolate from non-diarrheic piglet was classified as ETEC by
PCR. Clinical isolates showed resistance mainly for tetracycline,
trimethoprim:sulfamethoxazole. Plasmidial DNA was observed in 70 isolates, being
78.5 % of clinical isolates, 8.57% of non-diarrheic feces and 12.8% environment

isolates.
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Introduction

Neonatal colibacillosis is one of the important disease of swine herds around
the world [6, 18]. Different pathotypes are associated with neonatal and post-weaning
diarrhea as enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) and Attaching Effacing or
enteropathogenic E. coli (AEEC). The edema disease is caused by a Shiga toxin
producing E. coli (STEC). These diseases are associated with high mortality rates in
young piglets [10, 17]. ETEC adheres to small intestine by fimbriae (F4, F5, F6, F41
and F18) and produce enterotoxins (STa, STb and LT) that interact with enterocytes
causing water and electrolytes hyper secretion, impairing nutrient absorption [1, 4].
The hemolysins are considered an important marker of ETEC virulence from swine
[12]. The piglet contamination occurs from sow or environmental contact and the
disease produces very high mortality rates in the first 12 hours of life. Host
susceptibility is associated to several factors such as the presence of intestinal E. coli
fimbriae receptors, poor hygiene, stress, and colostrum ingestion quantity [4].

Antimicrobials have been commonly used to control and prevent E. coli
infections in swine herds [12, 17, 19]. However, the abusive administration of the
antimicrobial drugs causes many problems as residual contamination of pork meat
and potential risks for consumers [3, 14]. Considering that human, bovine and swine
ecosystems are highly interconnected by food production chain, the dissemination of
resistant bacteria should be avoided [22, 24, 27].

The occurrence of multi-resistant E. coli isolates has rapidly increased in
recent years [28]. In swine, a survey performed in Sweden for the detection of STEC,
showed the presence of strains with high resistance to tetracyclines,

sulfamethoxazole and streptomycin, drugs widely used as grow promoters [29].
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Similar results were also reported in E. coli isolates from beef cattle and poultry [18,
23]. Significant differences in antimicrobial susceptibility patterns was found between
swine ETEC and commensal bacteria, showing that illness animals is a important
source of resistant bacteria to healthy animals [7].

Plasmids carrying multiple drug resistance genes are frequently detected in E.
coli [27, 28]. Plasmids may carry genes with different functions as: antibiotic
resistance, adhesins, toxins, resistance to heavy metals and assimilation of unusual
nutrients [28]. Therefore, the antimicrobial therapy may not be the unique selection
pressure to raise resistant bacteria and the use of disinfectants could be considered
important to co-selection of pathogenic resistant bacteria to antimicrobial compounds
[31, 32]. The co-selection of genes coding for resistance and enterotoxin production
was reported, as well as the multiple antimicrobial drugs resistance among clinical
isolates [14]. In many cases the resistance to some antibiotic may be extended to the
others [6, 16].

The drug resistance of E. coli isolates is a very important issue and this
problem can only be solved by interdisciplinary efforts [30]. The correct use of
antimicrobial therapy by clinicians is very important to reduce possible failures [10].
According to DUNLOP et al. [13], a reduction in the use of growth promoters can help
to minimize the dissemination of resistant E. coli for both the environment and the
man. However it has been demonstrated that once acquired by E. coli the resistance
genes are not rapidly lost [15]. In our study, we characterized molecularly the
virulence factors and drug resistance profile of swine E. coli isolates from Southern of

Brazil.
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Materials and Methods

Bacterial isolates and culture conditions

E. coli strains were isolated from clinical cases of neonatal colibacillosis
(intestine contents and fragments of liver and lungs), from non-diarrheic piglets and
sows feces, and from the environment (food, insects and facilities). Samples were
collected from swine breeding farms in Southern of Brazil, in sterile bags and swabs
and transported in Stuart modified medium at 4°C to the laboratory. The samples
were streaked on ovine blood agar and Mac Conkey agar and kept at 37°C for 48
hours. Putative E. coli colonies were identified by morphology and biochemical tests

according to Quinn et al. [26].

Resistance to antimicrobial drugs

The Kirby-Bauer disc diffusion test [2] was used to determine the resistance to
antimicrobial drugs of E. coli isolates. The follow drugs were tested: ampicillin (10ug),
trimethoprim:sulfamethoxazole (25ug), tetracycline (30ug), amikacine (30ug), colistin
(25ug), norfloxacin (10ug), florfenicol (30ug), enrofloxacin (5ug), cefalexin (30ug),

trimethoprim(25ug), neomycin (30ug), cloramphenicol (30ug) and gentamicin (30ug).

Total DNA extraction and PCR

Total DNA was extracted by boiling methodology. Briefly, pure cultures were
suspended in sterile Milli-Q water, boiled for 5 min and immediately immersed on ice.
After centrifugation at 13.000 rpm for 2 min, the DNA was recovered from the
supernatant. The E. coli isolates were characterized by multiplex PCR for fimbrial

and toxin genotypification by amplification of the follows regions: STa, STb, LT, STx
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F4, F5, F6, F41 and F18, as previously described [11]. The presence of attaching
effacing E. coli (AEEC) was evaluated, as described by Nakazato et al. [21]. The
PCR reactions were performed in 25uL reactions containing 100ng of DNA template,
primers (30pmol each), Taq buffer (10mM Tris, 50mM KCI, 2.5mM MgCl;), 200mM
dNTPs, 1 U of Tag DNA polymerase (Cenbiot-Enzymes, UFRGS, Brazil).
Amplification was performed in 35 cycles, of 45s at 94°C, 1 min at 55°C, and 45s at
72°C. After amplification, a 7 uL aliquot was submitted to electrophoresis for 30 min
at 100V in a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide. Amplification products
were visualized and photographed under UV illumination. Amplification identities
were confirmed by sequencing in an automated DNA sequencer MEGABACE 1000
using the Dynamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia

Biotech).

Plasmidial DNA extraction

Plasmidial extraction from E. coli isolates was performed by alkaline lysis, as
previously described [5]. The presence of plasmidial DNA was confirmed by
electrophoresis in 0.7% agarose gels. The plasmids were visualized and

photographed under UV illumination.

Statistical analysis

The difference among the E. coli isolates resistance patterns was evaluated by
Z test of two proportions with normal approximation. The level of significance of a =
0.05 and the cut off point for Zo5% = 1.96 were adopted. The relationship among the

frequencies of haemolysis and virulence factors was done by chi-square test.
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Results and Discussion

We have analyzed 80 E. coli isolates, being 64 from clinical cases of E. coli
infections, 7 from feces of clinically healthy piglets and sows and 9 from
environmental samples (from facilities swabs (5), feed (2), insect (1) and waste (1)).
The results of haemolysis in blood agar and PCR for fimbrial and enterotoxin
determination in the E. coli isolates are summarized in Table 1. Haemolysis is
normally a marker of virulence in E. coli [4]. In our study we found 57 hemolytic
isolates, being 79.7% (51/64) of diarrheic piglets, 57.1% (4/7) from healthy pig feces
and 22.2% (2/9) from environment (Table 1). The haemolysis show statistically
relationship (P<0.05) with detection of virulence factors by PCR.

From the 64 clinical isolates, 43 were classified as ETEC and two as STEC.
Nineteen E. coli clinical isolates gave negative results in the multiplex PCR for
virulence markers and could not be typified. One isolated from healthy piglet feces
was classified as ETEC. None isolate was confirmed as AEEC in this study.

In the clinical isolates, the most prevalent virulence factors were STb (26), LT
(23), F18 (17), F4 (12) and STa (13). Thirteen clinical isolates presented LT and STb
genes, six isolates only the STb gene and six isolates the STa and STb genes. The
detection of genes coding for all enteroxoxins was observed in two isolates.
According to Celemin et al. [9], the enterotoxin coding genes LT and STb, or LT, STa
and STb are expected to be found in ETEC. Only in one isolate from non-diarrheic
piglet feces was detected the STb gene by PCR. Therefore, E. coli isolates from
healthy swine and environment samples show a lower pathogenic potential. The STb
alone causes only lost of fluids on the piglets intestinal mucosa, without drastic

effects proper of colibacillosis diarrhea [8]. However, the pathogenicity of ETEC may
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be increased by associated infections with other intestinal pathogens [20]. New
vaccines strategies are being developed, using fimbrial and enterotoxins purified
from E. coli [4], therefore the knowledge of the molecular patterns of E. coli isolates is
very important.

The determination of the pathogenic bacteria susceptibility patterns to
antimicrobial drugs is important to guide the therapy, that will reduce the economic
loses due to E. coli infections [10, 17]. The resistance patterns of E .coli isolates from
Southern of Brazil are presented in Table 2. The majority of the clinical E. coli
isolates revealed resistance to tetracycline and trimethoprim:sulfamethoxazole
(significative effect P<0.05) and very few isolates were resistant to florfenicol. These
results are in according to others studies that evaluated the resistance patterns of E.
coli isolates from slaughtered swine, specially related to resistance to tetracycline
and trimethoprim:sulfamethoxazole [1, 3, 10, 17, 18, 23, 29].

Boerlim et al. [7] found a significant difference in antimicrobial susceptibility
patterns among pathogenic and commensal E. coli isolates. In our study, the
resistance was higher for all E. coli isolates tested and no significative (P>0.05)
differences were detected related to the source of these samples (diarrheic, non-
diarrheic piglets and environment). The drugs tested in the present study are widely
employed to animal production in Brazil. The improper veterinary use of these drugs
increases the resistance to animal pathogenic bacteria and could generate impact to
human health by food and feces residues from swine herds [22, 24, 27]. The
potential risk of the dissemination of resistant bacteria from animal farming to the
environment and the man was determinate by detection and determination of
conjugative plasmids in bacteria isolate from water [24], meat producing animals and

man [27]. According to Wallmann [31], strategies to avoid the spread of resistance to
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antimicrobial drugs involve the control of antimicrobial use in the food-producing
chain.

In our work plasmid was observed in 55 (85.93%) clinical and 6 (85.71%) non-
diarrheic feces and 9 (100%) environmental E. coli isolates (data not shown). The
plasmid occurrence was higher among clinical isolates showing simultaneous
resistance from 5 to 7 antimicrobial drugs. Plasmids in E. coli carry multiple
resistance genes. The higher resistance of E. coli is related to wide distribution of
bacteria and ability to maintain genetic mobiles elements [6, 16, 27, 32]. The co-
selection of resistance and enterotoxin production genes was reported, as well as the
multiple antimicrobial drugs resistance among clinical isolates [14]. Many clinical and
environmental E. coli isolates revealed multiple resistances even in the absence of
plasmidial DNA. The resistance to antimicrobial drugs may be associated to others
different genetic mechanisms. Chromossomal mediated resistance genes are
described for several antimicrobial compounds, as enrofloxacin beta lactams and
biocides, as chlorexidine [3, 25].

Antimicrobial drugs have been used for decades to control swine diseases and
improve animal performance [3, 12]. Our results demonstrate the resistance pattern
to antimicrobials drugs in swine clinical, feces and environment E. coli isolates in
Southern of Brazil. In part, these findings may be associated with plasmids, although
this is matter for future studies. The majority of E. coli isolated was molecularly
characterized as ETEC, by using a multiplex PCR technique. This information is
important to guide clinicians about antimicrobial therapy choices and vaccine

development and strategies to be adopted in Brazil.
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Tables

Table 1. Distribution of virulence factors in neonatal colibacilosis, healthy feces and

environment E. coli isolates.

Virulence factors

Isolates n® H° STa® STh® LT® STx® F4° F5° F6° F41° F18°

Clinical 64 51 13 26 23 2 12 8 0 7 17
Non-diarrheicfeces 7 4 O 1 0 0 0 0 0 0 0

Environment 9 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 80 57 13 27 23 2 12 8 0 7 17

@ number of E. coli isolates
® haemolytic in blood agar

° PCR results for the fimbrial and toxins amplifications
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Table 2. Percent of resistant E. coli isolates from clinical, non-diarrheic pigs and

environment to antimicrobial drugs.

Drug

Isolates

Ampicillin
Trimethoprim:sulfamethoxazole
Tetracycline
Amikacine
Colistin
Norfloxacin
Florfenicol
Enrofloxacin
Cefalexin
Trimethoprim
Neomycin
Cloramphenicol

Gentamicin

Clinical
(n =64)
42.19°
62.50%°
68.75%°
37.50°
28.13°
35.94°
12.50*°
29.69°
43.75°
4219°
32.81°
20.312°

39.06°

Non-diarrheic pigs feces (n =7)

42.86°°
28.57°
42.86°
42.86°
42.86°
28.57°
14.92%¢
28.57°
28.57°
14.29°
28.57°
28.57°

71.43%°¢

Environment
(n=9)
30.00°
40.00°
60.00°
20.00°
10.00°
20.00°
00.00*
20.00°
40.00°
40.00°
50.00°
20.00°

60.00°

a: Non Statistically difference besides E. coli groups (P>0.05)
b:Statistically difference in clinical isolates group (P<0.05)

c: Statistically difference in non-diarrheic pig feces E. coli isolates (P<0.05)
d: Statistically difference in environment E. coli isolates (P<0.05)

n: number of isolates.
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Abstract

The urinary infections in sows are responsible for economic losses in Brazil.
Escherichia coli is one of most frequent agent associated to urinary tract infections
(UTI) in man and animals. Antimicrobial drugs are commonly used to threat and
prevent UTI in swine herds. The present study has the purpose to determine the
molecular and resistance patterns of E. coli isolates from urinary tract of swine in

Southern of Brazil. Eighty two E. coli isolates from urinary vesicle and urine of sows
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were evaluated. Molecular characterization of samples was performed by PCR
detection of virulence factors from ETEC (F4, F5, F6, F18, F41, ST and LT), STEC
(eae, Bfp and STx) and UPEC (sfa, pap, cnf, hly, iha, usp). From a total of 82 E. coli
isolates, thirty four (38.63%) harbored one or more virulence factors. The frequency
of virulence factors genes detected by PCR were: pap (10.97%), hlyA (10.97%), iha
(9.75%), LT (8.53%), STa (7.31%) sfa (6.09%), F4 (4.87%), F5 (4.87%), STb
(4.87%), F6 (1.21%) and F41 (1.21%). Isolates were resistant to penicillin (n= 78),
lincomycin (n= 77), erythromycin (n= 76), tetracycline (n= 74), amoxicillin (n= 68),
ampicillin (n= 61), josamycin (n= 65), norfloxacin (n= 48), enrofloxacin (n= 47),
gentamicin (n= 32), neomycin (n= 31), apramycin (n= 25), colistine (n= 25) and
cefalexin (n= 5). A number of 32 (39.02%) E. coli isolates harbored plasmids.
Virulence characteristics of both UPEC and ETEC and high resistance to
antimicrobial drugs were found in E. coli isolated from swine urinary tract in Southern

of Brazil.

Introduction

The urinary tract infection (UTI) is defined by the presence of bacteria in the
urinary tract (1). The disease is associated to many factors, as microorganisms,
husbandry, feeding, poor hygiene in housing and animal conditions (2). Escherichia
coli is one of most important pathogen isolated from UTI and causing a significant

percentage of death and discard of diseased sows (3).
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In human, the disease is associated to many virulence factors present in the
uropathogenic E. coli (UPEC), including haemolysin, aerobactin, adhesins, serum
resistance, cytotoxic necrotizing factor (CNF), capsule production and uropathogenic-
specific protein (4-6). E. coli adhesion to host cells is important to bacteria infection
and persistence in urinary fluxes (7,8) and can be mediated by several types of
fimbriae (2). Fimbriae associated to UPEC are classified by its haemagglutination
activity, especially in human eritrocytes (9). E. coli fimbriae associated to UTI are the
non-haemagglutinating 987P (F6) fimbria, mannose sensitive haemmagglutination
type 1 fimbria and mannose-resistant haemagglutination P, M and S fimbriae. P and
M types of fimbriae are associated with blood group antigen and the S type with sialic
acid binding. The genes involved in biosynthesis of fimbria and adhesins present in
UPEC are organized in operons denominated pap and sfa, coding for P and S
fimbrial adhesins (10-12). IrgA homologue adhesin (iha) is an outer membrane
protein (OMP) found mainly in UPEC and others extra-intestinal pathogenic E. coli
being also involved in bacterial adherence (13).

Toxins produced by E. coli may cause inflammatory response of urinary
infections (14). Two toxin types are associated to UPEC. The alfa-haemolysin (hly)
and cytotoxic necrotizating factor 1 (CNF 1) are involved in host cell destruction
necessary to bacteria persistence in urinary tract (3,15). The presence of CNF 1 in E.
coli is associated to reduction in reactive oxygens species release from host cells
and mutation in cnf gene reduce the pathogenicity of UPEC (16). Toxins from
enterotoxigenic E. coli were described in swine urinary E. coli isolates as heat-labile
toxin (LT) and vero toxin (VT). However these toxins were not present in human

isolates (3).
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The antibiotic therapy is commonly used to control and prevent urinary
infections in sows, but this practice may select resistant bacteria (1,2). The
resistance to antimicrobial drugs may be carried by plasmids, as well as
chromosomal mutations that occur spontaneously (17,18). Multi-drug resistance have
been reported in human and swine E. coli isolated from urinary tract (3,18,19). The
biofilm formation is responsible for persistent of E. coli in urinary infections and for
the resistance to antimicrobial therapy in human (15,20). Bacteria forming biofilm are
more resistant to antimicrobial drugs than in the planktonic free states, like was
determined in other veterinary pathogens, as Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila and Staphylococcus aureus, (21).The purpose of the present study was to
determinate the pathotype, the plasmidial DNA content and the patterns of resistance

to antimicrobial drugs in E. coli isolates from swine females with UTI.

Materials and Methods

Bacterial strains and culture conditions

Eighty two E. coli strains were isolated from sows with urinary infections
according to microbiologic and urinary physic chemical patterns (1). The E. coli were
isolated from urinary vesicle and urine samples were collected from swine breeding
farms in Southern of Brazil, in sterile bags and forward to laboratory at 4°C in Stuart
modified medium. The samples were streaked on Blood agar and Mac Conkey agar.
After 48 hours at 37°C, one putative E. coli colony was identified by morphology and

biochemical tests according to Quinn et al. (22).
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Resistance to antimicrobial drugs

The Kirby-Bauer disc diffusion test (23) was used to determine the
resistance to antimicrobial drugs of E. coli isolates. The following drugs were tested:
amoxicillin (10 pg), ampicillin (10 pg), tetracycline (30 pg), norfloxacin (10 ug),
enrofloxacin (5 ug), cefalexin (30ug), neomycin (30 pg) and gentamicin (30 ug).
penicillin (10 pg), lincomycin (2 pg), erythromycin (15 pg), apramycin (15 ug),

josamycin (30 pg) and colistin (10 pg).

Total DNA extraction and PCR

Pure cultures were suspended in sterile ultra pure water, boiled for 5 minutes
and immediately immersed on ice. After centrifugation at 13.000 rpm for 2 minutes,
the DNA was recovered from the supernatant. The E. coli isolates were characterized
by multiplex PCR for fimbrial and toxin genotypification by using the amplification of
follow regions: STa, STb, STx, cnf, hly, LT, F4, F5, F6, F41, F18, Bfp, eae, sfa, pap,
iha and usp, as previously described (3,6, 12,24-27). The PCR methodologies were
performed in 25 yL reactions containing 100 ng of DNA template, primers (30 pmol
each), Tag buffer (10 mM Tris, 50 mM KCI, 2.5 mM MgCl;), 200 yM dNTPs, 1 U of
Tag DNA polymerase (Cenbiot-Enzymes/UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil).
Amplification was carried out in 35 cycles, of 45 s at 94°C, 1 min at 55°C, and 45 s at
72°C. One aliquot of 7 yL was submitted to electrophoresis in 1.5% agarose gel
stained with ethidium bromide for 30 min at 100 V. Products were visualized and
photographed under UV illumination. Amplicons identities were confirmed by
sequencing in an automated DNA sequencer MEGABACE 1000 using the Dynamic

ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech).
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Plasmidial DNA extraction

Plasmidial DNA extraction from E. coli isolates was performed by alkaline
lysis, as previously described (3). The presence of plasmidial DNA was confirmed by
electrophoresis in 0.7% agarose gels for one hour at 50 V. The plasmids were

visualized and photographed under UV illumination.

Statistical analysis

The difference among E. coli isolates resistance patterns was evaluated by Z
test of two proportions with normal approximation. The level of significance of a =
0.05 and the cut off point for Za5% = 1.96 were adopted.

Results and Discussion

The results of PCR genotypification of E. coli isolates are summarized in figure
1. From eighty two E. coli isolates, 34 (38.63%) harbored one or more virulence
factor revealed by PCR amplification. UPEC were found in 14.63% (12/82), ETEC in
15.85% (13/82) and in 10.97% (9/82) were amplified virulence factors of both, ETEC
and UPEC. Brito et al. (3) described the occurrence of ETEC and UPEC in swine
with UTI. According to Russo and Jonhson (28) the current E. coli pathotype
classification are performed by a combination of virulence traits, and not by
genetically source. However these genes may be horizontally transferred by genetic
elements, like plasmids or lysogenic phage, leading to erroneous classification.
ETEC were reported in swine urinary strains suggesting the ascending intestinal
origin of UTI (3). The same observation was made by Starcic (29) that reports the

isolation of UPEC in dogs with diarrhea.
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The pathogenesis of urinary tract infections depends of the E. coli ability to
adhere, persist and multiply in the host (2,15). The genes involved in bacteria
adherence detected in our study were pap (10.97%), iha (9.75%), sfa (6.09%), F4
(4.87%), F5 (4.87%), F6 (1.21%) and F41 (1.21%). The pap, iha and sfa elements
are reported as important to adhesion of UPEC (10,13). Pap gene was found in
54.8% of Brazilian UPEC isolates studied by Brito et al. (3), although in our study, the
frequency of these gene was lower (10.97%). According to Brito (30) afa, Bfp and sfa
adhesins were not found in UPEC isolates from Brazil. In our study we found sfa in
6.09% E. coli isolates. The F4 and F5 fimbriae genes were amplified alone or in
association with virulence factors typical of UPEC.

The presence of haemolysis in blood agar was observed in four isolates,
although the hlyA gene was detected by PCR in nine isolates. This difference may be
associated to silent expression or mutation in hly genes in E. coli (31,32). Haemolytic
E. coli isolates are considered highly virulent in human due to their ability to lyses of
host red blood cells (5). According to Schimidt & Karch (31), the haemolysis in blood
agar is not sufficient for E. coli characterization and other techniques, like PCR, are
necessary. Brito et al. (3) reported the presence of 25.8% of haemolytic UPEC
isolates; however Carr & Walton (33) did not find haemolysis in E. coli isolated from
swine with urinary infections. In our study LT, STa and STb toxins genes commonly
found in ETEC were detected, respectively, in 8.53%, 7.31% and 4.87% of E. coli
isolates. LT was previously described in swine UPEC by Brito et al. (3).

Uropathogenic specific protein (USP) has been used to identify UPEC in
human and pets (10,4). The presence of usp gene in dog and cat E. coli isolates
permitted the proposition of the role these animals as an alternative reservoir for

human UTI (6). In contrast, we amplified usp gene in only one E. coli isolated and
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this may suggest genotypic differences among swine and human urinary E. coli
isolates.

The resistance to antimicrobials drugs was disseminated among UPEC
isolates (Figure 1). Brito et al. (3) report a higher resistance of swine UPEC to
tetracycline and ampicillin. Multi-drug resistance in UTI E. coli isolates is a serious
concern in human health, but in dog and cat is rare and associated always with
recurrent infections (18,34). In swine UPEC 95.12% (78/82) were resistant to four or
more antimicrobial groups (Table 1), that is characteristic of multi-drug resistance or
MDR (18). The more frequent patterns of resistance were to beta lactam, lincomicin,
tetraciclyne, quinolone, macrolide, aminoglycoside and polymixin groups (Table 1).
Plasmids and other genetic elements, like integrons, may be encountered in UPEC
and are associated to coding virulence factors and MDR (2,3,18). In our study
plasmids were found in 39.02% (32/82) of E. coli isolates.

Some E. coli isolates maintain virulence factors of both ETEC and UPEC
simultaneously, suggesting the elevated genetic relationship among urinary and
intestinal strains. Multi-drug resistance was widely found in swine urinary isolates.
This information is important to E. coli diseases understanding, as well as to suggest

antimicrobial therapy choices.
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Table 1. Resistance patterns of urinary E. coli isolates from swine in Southern Brazil.

Resistance pattern

Number of isolates

B-lac+linc

B-lactlinc+mac

B-lac+tet+quin+mac

B-lac+linc+mac+pol

B-lac+quin+linc+tmac

B-lac+tet+linc+tmac

B-lac+tet+linctmac+amino

B-lac+tet+linc+tmac+clo

B-lac+tet+quin+linctmac

B-lac+tet+linc+mac+pol+clo

B-lac+tet+quin+mac+amino+clo

B-lac+tet+linc+mac+amino+clo

B-lac+tet+linc+mac+amino+pol

B-lac+tet+quin+linctmac+amino

B-lac+tet+quin+linctmac+pol

B-lac+tet+quin+linc+tmac+clo

B-lac+tet+linc+mac+amino+pol+clo

B-lac+tet+quin+linc+tmac+pol+clo

B-lac+tet+quin+linc+tmac+amino+pol

B-lac+tet+quin+linctmac+amino+clo

B-lac+tet+quin+linc+mac+amino+pol+clo

3

20

10

B-lac: beta

lactam,

tet:

tetracycline, quin: quinolone,

linc: Lincomycin,

macrolyde, amino: aminoglycoside, pol: polymixin, clo: cloramphenicol (35).

mac:
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Figure 1. Antimicrobial drugs resistance patterns of urinary E.
coli isolates from swine in Southern of Brazil. Penicillin (Pen),
Lincomycin (Lin), Erythromycin (Eri), Tetracycline (Tet),
Amoxicillin -~ (Amo), Josamycin (Jos), Ampicillin  (Amp),
Norfloxacin (Nor), Enrofloxacin (Eno), Gentamicin (Gen),
Neomycin (Neo), Apramycin (Apr), Colistin (Col) and Cefalexin

(Cef).
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Figure 2. PCR amplification of UPEC genes.

Lane 1 (from the top to the bottom): sample
presenting usp (1000 bp), iha (827 bp), sfa
(410 bp) and pap (328 bp), Lane 2 (from the
top to the bottom): sample presenting hly (1117
bp), iha (827 bp) and pap (328 bp), Lane 3:
negative control and Lane 4: 400bp DNA

Ladder.

-

|

2040 bp
1632 bp
1193 bp

841 bp

402 bp
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DISCUSSAO

A suinocultura brasileira caracteriza-se pela grande intensificacdo na
producao, a qual tem garantido ao Brasil lugar de destaque na suinocultura mundial.
Esta intensificacdo tem predisposto os animais a diferentes enfermidades,
principalmente pelas condigbes de manejo que trabalham com a alta lotagdo animal,
induzindo a um acumulo de dejetos e gases toxicos e redugcdo na imunidade dos
suinos. A infecgao por Escherichia coli esta entre as principais preocupagdes para
os suinocultores no mundo. Estes microrganismos possuem uma ampla distribuigao
nos diferentes hospedeiros € no meio ambiente, bem como apresentam multi-
resisténcia aos antimicrobianos (PARVEEN et al., 2006, PATERSON et al., 2006).
Diversas manifestacbes sao observadas nos suinos enfermos, entre elas diarréias
(colibacilose neonatal e diarréia pdés-desmame), sinais nervosos (doenca do edema),
cistite (infeccdo wurinaria) e outras infecgdes extra-intestinais (GYLES &
FAIRBROTHER, 2004). Nas infec¢des urinarias, os prejuizos podem acarretar
perdas de 160 ddélares por porca enferma antes e apds o parto, devido,
principalmente a gastos com medicamentos e reducdo no numero de leitbes e
mortalidade de leitdes (SOBESTIANSY et al., 1999).

Visando uma maior produtividade e a prevengao de doencgas bacterianas nos
plantéis suinos, drogas antimicrobianas vém sendo empregadas. O uso
indiscriminado destes farmacos pode acarretar graves problemas, que vao desde a
contaminagao dos produtos de origem animal por antimicrobianos até a selegcdo de
bactérias resistentes, que podem facilmente chegar ao ser humano através da cadeia
produtiva da carne suina e seus derivados (WALMANN, 2006, WHITE et al., 2006).

Esta contaminacdo pode ocorrer, também, através de rios ou peixes contaminados
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por dejetos dos animais contendo bactérias resistentes (PARVEEN et al., 2006). O
entendimento de todos os aspectos relacionados a resisténcia bacteriana, sejam
estes ecoldgicos, genéticos e bioquimicos sdo fundamentais para a busca de
alternativas que objetivem reduzir o problema (WHITE et al., 2006). Desta forma
somente com uma visao interdisciplinar sera possivel minimizar os riscos associados
a antibioticoterapia convencional (WALMMAN, 2006).

No presente estudo a resisténcia aos antimicrobianos foi observada em todos
os isolados, tanto de amostras clinicas (entéricas e urinarias) como de fezes de
suinos saudaveis e do ambiente de criagdo, o que demonstra uma grande
disseminagao da resisténcia ao longo dos anos em diferentes propriedades nos
estados do sul do Brasil. A resisténcia simultdnea também foi observada em nosso
estudo e pode ser visualizada na Tabela 1.

Em nosso estudo, 95,12% (78/82) isolados de E. coli de origem urinaria e
63,75% (51/80) isolados de origem entérica e ambiental apresentaram resisténcia a
mais de trés grupos de drogas antimicrobianas testadas. Este critério é considerado
fundamental para o estabelecimento da resisténcia multipla (RIJAVEK et al., 2006).
A multi-resisténcia pode ser mediada e transmitida por plasmideos, os quais foram
detectados em nossos experimentos, tanto em isolados de E. coli entéricos, de meio
ambiente e urinarios (Tabela 1). Os plasmideos sao considerados 0s principais
elementos genéticos méveis de transmissdo de resisténcia nas enterobactérias
(SHERLEY et al., 2004, PATERSON et al., 2006, RIJAVEK et al., 2006).

Tabela 1. Isolados de E. coli de origem urinaria, entérica e ambiental,
demonstrando resisténcia simultdnea aos grupos de drogas antimicrobianas e

presenca de plasmideos.

Resisténcia multipla

E. coli urinaria E. coli intestinal e meio ambiente
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Numero de presenca auséncia Total presenca auséncia Total

grupos de de de de de
antimicrobianos® plasmideo plasmideo plasmideo plasmideo
1 0 0 0 3 0 3
2 0 2 2 11 0 11
3 1 0 1 14 0 14
4 5 9 14 12 4 16
5 6 5 11 20 4 24
6 8 9 17 9 1 10
7 9 18 27 2 0 2
8 3 7 10 0 0 0
Total 32 50 82 71 9 80

*Grupos de antimicrobianos testados segundo BARCELLOS & SOBESTIANSKY
(1998): beta lactamicos: Penicilina, ampicilina, cefalexina, amoxacilina; Quinolonas:
Norfloxacina, enrofloxacina; Tetraciclina; Lincomicina; Aminoglicosideos: Gentamicina,
neomicina, apramicina, amicacina; Sulfazotrim; Trimetoprim; Macrolideos: Josamicina,

eritromicina; Polimixina: Colistina; Cloranfenicol: Cloranfenicol e florfenicol.

As drogas as quais as bactérias apresentaram maior resisténcia foram a
tetraciclina e sulfazotrim para isolados obtidos de leitdes enfermos, leitdes sadios e
seu ambiente. Nos isolados obtidos de fémeas com infec¢do urinaria a penicilina,
lincomicina, eritromicina e tetraciclina demonstraram alta resisténcia (P<0,05). Estes
compostos antimicrobianos possuem grande uso ha suinocultura brasileira
(BARCELOS & SOBESTIANSKI, 1998). O uso das drogas antimicrobianas de modo
indiscriminado tem sido relatado por diversos estudos como uma forte pressao de
selegcdo, que esta associada a resisténcia tanto de bactérias patogénicas, como das
comensais (DUNLOP et al., 1998; PARVEEN et al., 2006; WHITE et al., 2006). Nos
isolados analisados neste trabalho, a resisténcia as drogas antimicrobianas foi maior
(estatisticamente significante, P<0,05) nos isolados de E. coli obtidos de fémeas com
infeccdo urinaria. O isolamento de bactérias resistentes as drogas antimicrobianas
de casos de infecgdes urinarias recorrentes tem sido um problema tanto para

medicina humana, bem como para a veterinaria (HAGMAN & GREKO, 2005,
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ZHANEL, et al., 2006). Um dos fatores associados ao dificil tratamento de infec¢des
ocasionadas por E. coli no trato urinario € a formacao de biofilmes (SCHREMBI et
al., 2003, SOTO et al., 2006). A organizacao das células nos biofilmes se da pela
formagao de uma matriz de biopolimeros que envolve as bactérias e as une a uma
determinada superficie. Este arranjo é associada a troca horizontal de material
genético e resisténcia, tanto as drogas antimicrobianas, como aos radicais livres
produzidos pelos neutrdfilos (SOTO et al., 2006).

Os dados acima apresentados reforcam a idéia de que os profissionais de
medicina veterinaria e outros relacionados a area de produg¢ao animal, devem aplicar
seus conhecimentos com a finalidade de estabelecer uma antibioticoterapia racional
e busca de alternativas para minimizar o uso destes farmacos na produg¢ao animal.
Entre estas alternativas encontram-se os probidticos. Probidticos sao descritos como
organismos vivos que quando administrados de modo adequado ajudam a manter a
saude do hospedeiro (De ANGELIS et al., 2006). Estes microrganismos influenciam
de modo positivo a colonizagdo do intestino, bem como o estimulo do sistema
imunoldgico dos animais, especificamente o tecido linféide associado ao intestino
(GALT). Estas bactérias também sao fundamentais a tolerancia aos antigenos de
origem alimentar (MOREAU & CORTHIER, 1998; COX et al., 2002). A
suplementacao de leitdes e porcas com Enterococcus faecium apresentou um efeito
positivo sobre a colonizagdo prévia e desafio por E. coli enteropatogénica
(SCHAREK et al., 2005). Este efeito também foi observado para Salmonella spp.,
empregando Lactobacillus spp. em suinos e aves (TSAI et al., 2005, DE ANGELIS et
al., 2006).

A acidificacéo do trato digestério e urinario apresenta efeito bactericida sobre

diversos patégenos. Além disto, estas mesmas condigbes de pH no intestino
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permitem a proliferagdo de Lactobacillus spp., que bloqueiam possiveis receptores
para colonizacao e proliferagdo de E. coli e produzem substancias que afetam de
modo negativo a maior parte das bactérias gram negativas (TSILOYIANNIS et al.,
2001). Os principais acidificantes utilizados na suinocultura brasileira sdo o cloreto
de amoénio e o acido citrico. Estes compostos atuam reduzindo temporariamente o
pH da urina, bem como aumentando a ingestdo de agua pelas fémeas, que estao
diretamente relacionados com as reducbes dos quadros infecciosos
(SOBESTIANSKY et al., 1999). O uso de fitoterapicos em suinos também tem sido
descrito, tendo apresentado efeitos benéficos, como a redugdao nos casos de
colibacilose neonatal e diarréia pds-demasme, assim como a reducao na resisténcia
dos isolados de E. coli (DOCIC & BILKEI, 2003).

Em nosso estudo os principais fatores de patogenicidade detectados por PCR
nos isolados de E. coli obtidos de casos clinicos foram a presenga dos genes para
STb (26), LT (23), F18 (17), F4 (12), STa (12), F5 (9), F41 (7) e STx (2), os quais
podem ser observados em diversas combinagdes (Tabela 2). Esta heterogeneidade
no perfil de fimbrias e toxinas ressalta a importancia de vacinas autdégena, ou que
contenham na sua composi¢cao fimbrias e toxinas préprias da propriedade ou da

regiao.

Tabela 2. Perfil de fimbrias e toxinas amplificadas por
PCR nos isolados de E. coli provenientes de suinos

com diarréia.

Padréao Numero de Isolados
F4 1
F5 3
STa 1
STb 1
LT 3
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F4, STa

F5,LT

F5, STa

F18, LT

F18 STx

F4, F18

F41, STb

SThb, LT

F4,LT, STb

F4, F18, LT

F4, STb, LT

F5, STa, STb

F18, LT, STb

F18, STa, STb

F41, LT, STb

F4, F18, STa, STb

F18, F41, STa, STb

F4, F18, LT, STb, STa
F18, F41, STa, STb, STx
F4, F18, F41, STa, STb, LT

_ A A AN, A, DN AW ,P OO WD, W

As vacinas sdo muito utilizadas para controle das infecgdes nos seres
humanos e nos animais (TIZARD, 2000) e bacterinas contendo E. coli inativadas por
formol sdao amplamente utilizada para prevenir a infeccdo nos leitdes. E. coli
enterotoxigénicas sdo caracterizadas pela presencga de fimbrias e toxinas, as quais
podem ser adquiridas pelos plasmideos (CHU et al., 2005). A colonizagao bacteriana
€ produzida por fimbrias e a determinagcdo dos principais mecanismos de agao
destes elementos é fundamental ao esclarecimento das interagdes entre as ETEC e
seus hospedeiros (GUERRANT et al.,, 1999). As fimbrias F4 e F18 s&o muito
importantes na patogenia da enfermidades nos suinos. Enquanto a F4 e a F18 séo
associadas as ETEC, a F18 é associada também as VETEC (VERDONCK et al.,
2002). As fimbrias sao filamentos proteinaceos, que s&o expressas na superficie da
bactéria e interagem com receptores nas células do intestino do hospedeiro (VAN
DER STEDE et al., 2002). A resisténcia a infecgdo por E. coli é conferida pela

auséncia de receptores, a qual € determinada por um gene autossGmico recessivo
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nos leitdes (VERDONCK et al., 2002). Para a fimbria F4, a subunidade FaeG é
descrita como a porgao da adesina envolvida na aderéncia bacteriana (VERDONCK
et al., 2004). As fimbrias sao interessantes para a contrucdo de vacinas, pois além
de se localizarem em alta quantidade na superficie da bactéria, estas possuem uma
caracteristica polimérica que é altamente imunogénica (VERDONCK et al., 2005).
Nossos dados concordam com os da literatura que sugere que as fimbrias do
padrdao STb and LT seriam encontradas com maior frequéncia em ETEC. Segundo
RIISING et al. (2005) a incorporacéo de toxinas, especificamente a LT, em vacinas
contendo misturas de fimbrias (F4, F5 e F6) purificadas melhorou os niveis de
protecdo em suinos desafiados.

A determinacdo do potencial de viruléncia dos isolados de E. coli € muito
importante para a selegcao de cepas vacinais, sendo um critério muito utilizado para
determinagcdo do potencial patogénico nos isolados de E. coli a presenca de
hemolise (BRITO et al., 2004). Contudo isolados ndo hemoliticos também possuem
potencial patogénico. SCHIERACK et al. (2006) ao estudarem o potencial
enterotoxigénico de E. coli isoladas de suinos saudaveis verificaram a auséncia de
correlacdo entre a presenca de hemodlise e dos fatores de viruléncia. Em nosso
estudo 51 (79%) isolados de E. coli entérica e 10 (12,5%) isolados de origem
urinaria foram hemoliticos ou apresentaram o gene da alfa hemolinisa (hlyA), o que
sugere a maior associagao entre hemolise e viruléncia nos isolados de origem
intestinal (p<0,05).

E. coli pode ser agrupada em quatro grupos filogenéticos principais: grupos A,
B1, B2 e D. A maior parte dos isolados comensais pertencem ao grupo A, enquanto
que as E. coli extra-intestinais aos grupos B2 e D (CLERMONT et al., 2000). O

grupo B2 é o que apresenta maior transferéncia via elementos genéticos moveis
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(JOHNSON et al., 2001; SKURNIK et al., 2005). Em nosso estudo, varios isolados
de E. coli foram negativos a pesquisa de fatores de viruléncia analisados por PCR,
sendo 19 isolados de suinos com diarréias, 6 de suinos saudaveis, 9 de amostras
obtidas de meio ambiente e 46 isolados de fémeas com infec¢ao urinaria. Contudo,
esses isolados foram obtidos de animais enfermos, portanto a caracterizagao do
potencial real de patogenicidade dos isolados torna-se necessaria em estudos
futuros. Este auxiliara na escolha de futuras cepas vacinais.

Além de conter na sua composicao fimbrias e toxinas proprias das cepas
patogénicas de E. coli, uma vacina para colibacilose deve induzir mecanismos de
protecdo de mucosas. A imunidade de mucosas tem inicio pelo estimulo do tecido
linfoide associado ao intestino, localizado na I|admina propria. O estimulo
particularmente das placas de Peyer, leva a diferenciagdo de plasmécitos e
producao de IgA (COX et al., 2002; VERDONCK et al., 2005). As vacinas contendo
bactéria ou proteinas purificadas sao utilizadas na vacinacao de fémeas prenhas, as
quais transferiram os anticorpos produzidos aos leitdes através do colostro (TIZARD,
2000). A IgA deve ser considerada o principal indicador de uma imunidade de
mucosas apropriada (SARRAZIN & BERTSHINGER, 1997). Niveis protetores de
IgA podem ser obtidos via imunizagdo parenteral de porcas, contudo para tal sao
importantes a dose, numero de aplicagdes e local da aplicagado (VAN DER STEDE et
al., 2002). Esta forma de vacinagao € eficaz na reducéo dos indices de colibacilose
neonatal, principalmente em fémeas primiparas provenientes de rebanhos sem
problemas com a infeccdo por E. coli que comprovadamente possuem pouco O
nenhum titulo de anticorpos contra os principais fatores de viruléncia deste patégeno

(RIISING et al., 2005).
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Embora a vacinagdo das porcas, com conseguinte passagem de
imunoglobulinas no colostro seja eficaz na profilaxia da colibacilose neonatal, na
diarréia pos-desmame estes anticorpos sao ineficientes. Esta falha na resposta
imunolégica se deve a diminuicdo na resposta passiva nos animais apds o
desmame, o0 que torna necessaria uma estimulagdo no mecanismo de protecédo de
mucosas (VERDONCK et al., 2002; LIANG et al., 2006). Nos leitdes, o uso de
vacinagao parenteral, além de produzir uma protecédo parcial, requere um manejo
diferenciado, que produz estresse e gera custos adicionais (LIANG et al., 2006).
Para producao de altos niveis de IgA, estratégias de vacinagdo oral sdao muito
importantes, uma vez que a imunizacdo parenteral ndo produz niveis adequados
desta imunoglobulina no intestino (VERDONCK et al., 2005). Antigenos soluveis
administrados por via oral podem induzir a tolerdncia oral, contudo o uso de
antigenos particulados ou replicantes induzem imunidade ativa (COX et al., 2002;
VERDONCK et al.,, 2005). A dose do antigeno também é muito importante no
sentido do padrao de resposta imunolégica obtida. O uso de altas doses de proteina
soluvel estimulam uma diferenciacdo de Th-1, o qual esta relacionado a resposta
celular, enquanto que baixas doses induzem a diferenciagcado de Th-2, que estimula a
multiplicagdo de plasmécitos produtores de IgA (VAN DER STEDE et al., 2002). No
desenvolvimento de vacinas orais para os suinos deve-se ter em conta que a agao
enzimatica ao longo da passagem da vacina pelo trato digestério induz significativas
variagdes antigénicas (SNOECK et al.,, 2004). Os mesmos autores comprovaram
que a imunizacao oral induz uma menor protecdo, quando comparada a imunizagao
direta no lumen do intestino delgado. Este problema tem sido resolvido pela
vacinagcdo dos leitdes por pellets, que liberam os antigenos somente no jejuno

(SNOECK et al. 2004).
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Outras estratégias de vacinagao também tém sido estudadas para melhoria
nos niveis de protecdo dos leitdes tanto nas primeiras horas de vida, como no
periodo pds-desmame. Estes envolvem estratégia de vacinagao oral, contendo
antigenos fimbriais recombinantes administrados oralmente e protegidos da
degradacdao no trato digestério (COX et al.,, 2002; VERDONCK et al., 2002;
VERDONCK et al., 2005). LIANG et al. (2006) demonstrou que antigenos de F4
produzidos em plantas transgénicas apresentaram boas propriedades imunoldgicas,
quando administradas oralmente. Tendo como objetivo melhorar o desafio oral de
antigenos de E. coli administrados por via oral adesinas de F5 foram expressas em
Lactobacillus acidophilus dando origem a uma probiovacina (CHU et al., 2005).
Vacinas de DNA também tém sido estudadas empregando, por exemplo, o gene
faeC da fimbria F4 (SIMIONATTO et al., 2005).

Dada a importancia da infecgcdo por E. coli no rebanho suino brasileiro, os
esforcos técnicos no sentido de controle e profilaxia da enfermidade e o amplo uso
de antimicrobianos para prevencao da enfermidade o presente estudo chega as
seguintes conclusoes:

- ETEC foram detectadas tanto em isolados entéricos (42 isolados), como em

urinarios(13 isolados);

- STEC foi identificada em dois isolados entéricos;

- UPEC foram detectados em 12 dos isolados de E. coli obtidos de fémeas

com infecg¢ao urinaria, sendo que em nove isolados foram detectados fatores

de viruléncia de ETEC e UPEC simultaneamente;

- A maior parte dos isolados de E. coli foram resistentes a mais de trés

antimicrobianos testados, independente de sua fonte de isolamento;
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- A resisténcia multipla aos antimicrobianos foi verificada tanto em isolados de
E. coli de origem urinaria (95,12%), como entérica e ambiental (63,75%);

- Plasmideos foram encontrados na maioria dos isolados E. coli obtidos de
suinos diarréicos (55/64-85,93%), das fezes de suinos saudaveis (6/7-
85,71%) e do ambiente de criagcédo (9/9-100%), sendo estes detectados com

menor frequéncia nos isolados de origem urinaria (32/82-40%).
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2006 - Atual

Efeito de extratos fitoterapicos sobre agentes bacterianos
Situacdo: Desativado; Natureza: Outra

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Patricia
Alves Batista; Maria da Conceicdo Aquino de Sa; Carla Samantha
Rodrigues Silva

Diagndstico e caracterizacdo dos agentes etioldogicos da mastite em
ovinos e caprinos no Municipio de Petrolina e regido

Descricdo: A produgdo de ovinos e caprinos € uma atividade
econdmica de importancia ao Municipio de Petrolina e regido. A mastite
em ovinos e caprinos esta associada a seérios prejuizos nos criatorios
ovinos, sejam de aptidao leiteira ou de corte. A mastite nestes animais
esta associada a reducdo brusca na producado de leite, a qual pode
ocasionar a morte dos cordeiros. Para o diagndstico da mastite, varios
testes podem ser conduzidos, como o teste de CMT (realizado a
campo) e WS e isolamento e cultivo, realizados no laboratério. O
presente estudo tem por objetivo a caracterizagdo dos principais
agentes bacterianos envolvidos com a mastite em ovinos e caprinos,
bem como determinar a sua sensibilidade aos antimicrobianos. Para
tanto, leite sera colhido em diversas propriedades do Municipio de
Petrolina e regido. As amostras serdo remetidas ao laboratorio, onde
serao realizados os testes de WS para determinar o grau de inflamagéao
da glandula mamaria, bem como o isolamento bacteriano. Apds a
identificacdo por testes bioquimicos, as bactérias serao submetidas ao
teste de sensibilidade aos antimicrobianos Kirb Bauer modificado.
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2005 - Atual

2005 - 2006

2004 - 2006

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (3);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Patricia Alves
Batista; Maria da Conceigdo Aquino de Sa; Carla Samantha Rodrigues
Silva

PCR multiplex para caracterizagdao da familia dos genes vap em
R. equi

Descrigao: As vap (virulence associated proteins) sdo marcadores da
viruléncia de R. equi para os potros. Recentemente, varios genes
codificando uma familia géncia para as proteians Vap foram
encontradas. Entretanto, o papel na patogenese da infecgdo, bem
como a distribuigdo destes genes nos isolados de R. equi ainda nao
séo claros. O presente estudo tem por objetivo caracterizar a presenca
dos genes da familia vap através da técnica de PCR multiplex. Para tal,
isolados clinicos e ambientais de R. equi obtidos de diferentes origens,
como equinos e seu ambiente, bovinos, aves, suideos, bulbalinos e
seres humanos serdo analisados. Com este estudo pretende-se auxiliar
na compreensio da participacdo das proteinas vap nas enfermidades
ocasionadas por R. equi.

Situacao: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Agueda Castagna Vargas
(Responsavel); Cristina Costa Krewer; Guilherme Drescher

Agentes etiologicos da mastite ovina

Descricao: A mastite em ovinos esta associada a sérios prejuizos nos
criatérios ovinos, sejam de aptidao leiteira ou de corte. A mastite nestes
animais esta associada a redug¢ao brusca na producao de leite, a qual
pode ocasionar a morte dos cordeiros. Para o diagnostico da mastite,
varios testes podem ser conduzidos, como o teste de CMT (realizado a
campo) e WS e isolamento e cultivo, realizados no laboratorio. O
presente estudo tem por objetivo a caracterizagdao dos principais
agentes bacterianos envolvidos com a mastite em ovinos, bem como
determinar a sua sensibilidade aos antimicrobianos. Para tanto, leite
sera colhido em diversas propriedades do estado de SC e RS. As
amostras serdo remetidas ao laboratério, onde serédo realizados os
testes de WS para determinar o grau de inflamagdo da gléndula
mamaria, bem como o isolamento bacteriano. Apds a identificagdo por
testes bioquimicos, as bactérias serdo submetidas ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos Kirb Bauer modificado.

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Guilherme
Drescher; Samara Paula Mattiello; Marlon Nadal Maciel

Caracterizagao microbioloégica da agua do Rio Ditinho

Descricdo: A agua é um dos principais alimentos para os seres
humanos e para os animais. A criagdo de suinos é responsavel por
graves impactos ambientais, especialmente quando os dejetos ndo séo
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2004 - Atual

2004 - 2005

tratados de forma adequada. O presente estudo tem por objetivo
caracterizar a qualidade microbiolégica da agua do Rio Ditinho em SC,
bem como verificar a ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias isoladas da agua e do sedimento do rio. Para tal, amostras de
agua serao colhidas e o numero de coliformes totais e fecais
determinado pela técnica do NMP. Bactérias seréo isoladas da agua e
do sedimento do rio, sendo, apods, identificadas e submetidas ao teste
de sensibilidade aos antimicrobianos Kirb Bauer modificado.

Situacao: Concluido; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Lilian Kolling;
Gabriela Salami; Vlademir Martarello; Gracielli Barbieri

Avaliacdo de anticorpos contra o virus da leucose enzodtica bovina no
Municipio de Xanxeré e regiao

Descricdo: A leucose enzodtica bovina (LEB) é provocada por um
retrovirus, sendo associada a inumeras perdas nos rebanhos bovinos
leiteiros do mundo. As perdas decorrem tanto do desenvolvimento de
tumoracdes nos animais, como pela imudepressdo associada com
infecgbes secundarias. As ultimas ocasionam o0s principais prejuizos
ligados a enfermidade e muitas vezes ndo sao percebidas pelo
produtor. Nos Estados do PR e RS, varios estudos foram conduzidos
no intuito de determinar a prevaléncia de LEB. Contudo, no Estado de
SC estes ndo foram conduzidos. O objetivo do presente estudo é
determinar a prevaléncia de anticorpos contra a leucose enzodtica
bovina em propriedades do Municipio de Xanxeré, SC. Para tal, soro
de bovinos leiteiros serdo colhidos e submetidos ao teste de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA).

Situacao: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Cristina Costa
Krewer; Guilherme Drescher; Samara Paula Mattiello

Efeito do probidtico sacharomyces cerevisae sobre a flora intestinal de
tilapia do nilo

Descrigao: A tilapia do nilo (O. niloticus) é uma das espécies de peixe
de maior cultivo no mundo. No Brasil, a regido oeste do Parana possui
uma grande importéncia a piscicultura brasileira. Tendo em vista a
melhoria da produtividade, os peixes passaram a ser criados de forma
intensiva, o que favorece o estresse. Neste momento, os animais se
tornam susceptiveis a infecgdes, especialmente as bacterianas. O S.
cerevisae vem sendo amplamente utilizado como probidtico para
reduzir estas infecgdes em diversas espécies animais. Nos peixes,
ainda sdo poucos os estudos a respeitos das interagdes destes
microrganismo com a microbiota normal e patogénica. Em nosso
estudo, caracterizaremos esta interagao, bem como determinaremos a
microbiota de tilapias. Para tanto, amostras do intestino delgado de
alevinos alimentados com S. cerevisae como probiético serdo pesados
e submetidos a contagem de bactérias totais, de coliformes totais e de
S. cerevisae.
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Situacao: Concluido; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (3);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Marlise
Terezinha Mauerwerk; Milton César Moura; Fabio Meurer; A. Freccia;
A.F. Doblinski

Padronizacao e validagao de métodos para a detecgao de organismos
geneticamente modificados (OGMs) em alimentos

Descricao: O mercado da soja € o setor mais importante da pauta de
exportagdes do agronegocio brasileiro. Atualmente, a comercializagao
de sementes transgénicas concentra-se, essencialmente, em trés
culturas: soja, milho e algodao. Nos dias atuais, o cultivo e o comércio
de organismos geneticamente modificados (OGM's) vém assumindo
um importante papel econémico e social e estda em franca ascenséo.
Com isso, existe a polémica da liberacdo ou ndo desses para o
consumo humano e/ou animal. Muitas empresas estdo preocupadas
em informar aos consumidores que seus produtos nao contém
transgénicos, ja que estes ainda n&o sdo bem aceitos por uma grande
parcela da sociedade. Ressalta-se a importancia da existéncia de
instituicdes capazes de detectar a presengca de OGMs e quantifica-los
nos alimentos de consumo. Prevendo esta demanda, o LABAC
(Laboratério de Bacteriologia do CCR/UFSM), junto ao Grupo de
Solugbes Tecnoldgicas, estda desenvolvendo metodologias para
determinar a presenca e quantificar os residuos de transgénicos em
amostras de DNA extraidas de grdos e de produtos derivados, com
base na técnica de amplificagdo de fragmentos de DNA denominada
reagcao em cadeia da polimerase (PCR, de polymerase chain reaction).
Para a deteccdo de amostras transgénicas, sera utilizado a Regiédo
promotora 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV). Seréo
testados diferentes protocolos para a preparagao e o isolamento do
DNA das amostras a serem avaliadas, com posterior analise do
conteudo de OGM's nas amostras e padronizacdo da técnica de PCR
em tempo real (Real-time PCR).

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Extens&o

Alunos envolvidos: Graduacgéo (2);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Agueda
Castagna de Vargas (Responsavel)

Caracterizacao isolados classificados bioquimicamente como R. equi e
obtidos de bufalos e javalis

Descricao: O R. equi € um cocobacilo gram positivo responsavel por
infecgbes no ser humano e nos animais. Bactérias classificadas atraves
de testes bioquimicos padrao para R. equi foram obtidas de casos de
mastite e pneumonia em bufalos e javalis. Estes isolados seréo
submetidos a testes moleculares confirmatérios, como PCR para
amplificacdo de rDNA 16S e sequenciamento de DNA utilizando
primers universais. Este estudo propiciara um melhor entendimento da
patogenicidade de R. equi nestes animais, bem como a discussao de
métodos alternativos e de maior precisdao para identificacdo desta
especie.
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Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (3); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Agueda
Castagna de Vargas (Responsavel); Lilian Kolling; Guilherme Drescher
Numero de produgdes C, T & A: 1/

Flora microbiana das carpas (C. carpio)

Descri¢cao: As carpas (C. carpio) sao peixes de importancia econémica
a piscicultura mundial. As bactérias s&o importantes agentes
patogénciso nos peixes e estdo associadas a diversos prejuizos pelo
gasto com técnicos e medicamentos, redugdo na produtividade e
mortalidade dos animais. O presente estudo objetiva determinar a flora
microbiana com potencial patogénico em C. carpio, bem como
determinar a sua sensibilidade aos antimicrobianos. No estudo,
amostras foram colhidas de diferentes 6rgdos nos animais, pele,
intestino, estbmago, branquias e rins. Estas foram, entdo, semeadas
em AS e submetidas a identificacdo por testes bioquimicos e tintoriais.
Em seguida, o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi
determinado pelo teste de Kirb Bauer modificado.

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgéo (3);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Lilian Kolling;
Guilherme Drescher; Andréia Inés Ferronato

Laboratério de expressao de proteinas e antigenos na Regidao Central
do Estado do RS

Descri¢cao: O sequenciamento de acidos nucléicos tornou-se hoje uma
ferramenta fundamental em muitas areas, sendo utilizado na pesquisa
basica e nas pesquisas aplicadas a inumeros problemas das areas da
saude, da agricultura e meio ambiente. Tendo em vista o rapido
progresso obtido no campo da genémica, e pelo crescente emprego de
métodos moleculares de diagndstico, baseados em PCR hibridizag&o
de acidos nucleicos e analise de regides especificas de rDNA, espera-
se um crescimento para as aplicacbes do sequenciamento de DNA.
Atualmente, a expressao de proteinas recombinantes vem sendo uma
técnica amplamente utilizada para a obtengcdo de antigenos para
vacinas e testes de diagnédsticos, bem como para produgdo de
medicamentos e estudos de caracterizagdo molecular de proteinas de
interesse. No estado do RS, poucos sao os centros de pesquisa onde
esta tecnologia vem sendo utilizada. Na Universidade Federal de Santa
Maria existe a caréncia de um laboratério especializado na expressao
de proteinas recombinantes. Neste sentido, o laboratério de
bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
UFSM vem desenvolvendo projetos de pesquisa nesta area.
Consideramos que o fato de a UFSM ter sido escolhida para sediar um
dos laboratérios de sequenciamento da Rede Sul de Analises de
Genomas e Biologia Estrutural reflete a importancia regional da
instituicdo e o potencial da mesma. Deste modo, a implantagdo de um
laboratério de expressao de proteinas e antigenos subsidiado permitira
a realizagao de trabalhos em diferentes linhas de pesquisa.
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Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Agueda
Castagna de Vargas (Responsavel)

Caracterizacdo molecular e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
de isolados de Escherichia coli obtidas em criatérios suinos da Regiao
Sul do Brasil

Descricdo: Entre as enfermidades entéricas a de maior relevancia a
produgao suinicola de nosso pais, podemos citar a colibacilose. Essa
enfermidade distribuicdo mundial e possui dificil controle, mesmo com
os esforcos realizados pela comunidade técnico- cientifica. Esta
associada a infecgao por diferentes patotipos de Escherichia coli no
trato intestinal, podendo levar a diferentes sindromes: (em especial)
diarréias neonatais e pos desmame, bem como pela doenca do edema.
Além disto, a E. coli pode atuar associada a outros agentes infecciosos,
ocasionando sérios prejuizos, quer seja, pela mortalidade dos animais,
reducdo no ganho de peso e aumento dos custos com medicamentos e
servigos veterinarios. Logo, tornam-se importantes estudos envolvendo
a determinacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de
isolados clinicos e ambientais de E. coli, bem como a capacidade de
transmissao da resisténcia multipla a outros isolados. Além disso, a
caracterizacdo dos principais patotipos de E. coli encontrados nas
granjas e sua relagcdo genética é fundamental para compreenséo da
epidemiologia da enfermidade e obten¢ao de dados de interesse para a
producao e desenvolvimento de vacinas com maior eficiéncia para a
profilaxia da enfermidade. O presente trabalho tem por objetivo realizar
o isolamento, identificacdo, determinacao do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos e capacidade de transmissao da resisténcia multipla a
outros isolados. Da mesma forma, a caracterizagdo dos principais
patotipos de E. coli encontrados nas granjas produtoras de suinos nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina e a relagdo genética
entre isolados clinicos e ambientais de E. coli. Produzindo assim,
subsidios para adogdo de uma antibioticoterapia racional,
compreensao da epidemiologia da enfermidade e producéo de vacinas
com maior eficiéncia..

Situacao: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgao (3); Mestrado académico (1); Doutorado
(1),

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Mariana Sa e Silva; Agueda
Castagna de Vargas (Responsavel); Irene Schrank; Shana Webers;
Lilian Kolling; Guilherme Drescher; Franciele Maboni

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico-CNPq

Caracterizacdo antigénica de proteinas de superficie (S-Layer) de
Campylobacter fetus isoladas de bovinos

Descricdo: As bactérias da espécie Campylobacter fetus s&o
responsaveis por perdas econémicas tanto na pecuaria leiteira como
na de corte por causar a Campilobacteriose genital Bovina (CGB), uma
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doenca reprodutiva que tem como caracteristica principal a repetigcao
de cios, o aumento no intervalo entre partos e abortos esporadicos,
Esta bactéria tem a capacidade de sofrer em ambientes hostis,
rearranhos gendmicos, os quais modificam epitopos reconhecidos por
anticorpos do hospedeiro, burlando o sistema imune e fazendo com
que a infecgao torne-se persistente em alguns animais. Deste modo, o
conhecimento das proteinas se superficie (S-layer) imunogénicas tem
grande importancia para a produgédo de vacinas que possam proteger
de maneira eficaz os animais da infeccdo por Campylobacter fetus.
Este trabalho tem por objetivo caracterizar antigenicamente as
proteinas de superficie que tenham capacidade imunogénica, testadas
com anticorpos monoclonais produzidos em coelhos.

Situacao: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Agueda
Castagna de Vargas (Responsavel); Luciane Ribeiro Viana; Jackeline
Kirinus

Clonagem e expressao do gene vapA de R. equi

Descricdo: A viruléncia de R.equi ocorre pela presenca de um
plasmideos que contém o gene vapA. Com o objetivo de produzir
insumos no estudo de alternativas sorolégicas para identificagdo de
animais infectados, sera selecionado o gene completo que codifica
para a proteina VapA, para ser clonado e expresso. O fragmento do
gene vapA sera obtido por PCR, utilizando iniciadores especificos. O
fragmento de 570pb, apds sera subclonado em vetor pUC18 clivado
com a enzima Smal e defosforilado, ,sera eletroporado em células de
Escherichia coli XL1 Blue. Um clone pUC vapA sera digerido com
EcoRI e BamHI e o fragmento de 570pb purificado e clonado em vetor
de expressdo pGEX 4T1.Posteriormente serdo feitos estudos da
caracterizagao imunoldgica da proteina recombinante..

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgéao (1); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Cristina Costa
Krewer; Mariana Sa e Silva; Agueda Castagna de Vargas

Determinacdo do conteudo de plasmideos em isolados clinicos e
ambientais de E. coli

Descricdo: A colibacilose €& uma das prinicpais enfermidades
bacterianas dos suinos. Diferentes patotipos de E. coli tem sido
associados ao desenvolvimento de enfermidade nestes animais. os
fatores de viruléncia necessarios a patogenicidade bacteriana bem
como genes de resisténcia aos antimicrobianos podem ser codificados
em plasmideos. estes elementos genéticos moveis tem sido associada
com a transferéncia da informacédo génica nestes isolados. Logo, a
determinacao da sua presenca em isolados clinicos e ambientais de E.
coli é fundamental para entendimento do potencial patogénico destes
isolados. O presente estudo tem por finalidade determinar a presenca
de plasmideos em isolados clinicos e ambientais de E. coli, bem como
a determinacdo do seu potencial de transferéncia.
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Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (3); Doutorado (1);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Agueda
Castagna de Vargas; Ederson Bisognin Bortolotto; Guilherme Drescher;
Franciele Maboni

Agentes etioldgicos da mastite bovina no Municipio de Xanxeré e
regiao

Descricao: A mastite em bovinos esta associada a sérios prejuizos nos
criatérios. A mastite nestes animais pode ser classificada como
subclinica, clinica e cronica. Para o diagnoéstico da mastite varios testes
podem ser conduzidos, como o teste de CMT (realizado a campo) e
CCS, WS e isolamento e cultivo, realizados no laboratério. O presente
estudo tem por objetivo a caracterizacdo dos principais agentes
bacterianos envolvidos com a mastite em bovinos do Municipio de
Xanxeré e regido, bem como determinar a sua sensibilidade aos
antimicrobianos. Para tal, leite sera colhidos em diversas propriedades
dos Estados do PR, SC e RS. As amostras serdo remetidas ao
laboratdrio, onde serdo realizados os testes de WS para determinar o
grau de inflamagdo da glandula mamaria, bem como o isolamento
bacteriano. Apds a identificacdo por testes bioquimicos as bactérias
serdo submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos Kirb
Bauer modificado.

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgéo (3);

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa (Responsavel); Lilian Kolling;
Guilherme Drescher; Andréia Inés Ferronato; Samara Paula Mattiello;
Patricia Bordignon

Reacdo em cadeia da polimerase multipla para caracterizacao de
isolados clinicos e ambientais de Rhodococcus equi do Brasil

Descrigdo: Rhodococcus equi € um microrganismo do solo que causa
broncopneumonia piogranulomatosa, linfadenite mesentérica e enterite
ulcerativa em potros com menos de 6 meses de idade. A doenga pode
ser endémica em algumas regides ou esporadica em outras,
dependendo de condigdes fisicas e de manejo. . A viruléncia de R. equi
estd relacionada com a capacidade do microrganismo de impedir a
fagocitose e multiplicar no interior dos macrofagos, resistindo a
eliminagdo pulmonar e esplénica pelo hospedeiro. Esta atividade é
conferida por antigenos termorregulados com 15-17KDa, codificados
por plasmideos de 85-90Kb. Pesquisas relatam que os antigenos de
15-17 KDa sao encontrados em todos os isolados clinicos de R. equi
obtidos de potros, bem como em algumas amostras ambientais. Todas
as cepas que apresentam esta proteina sdo virulentas para
camundongos, sugerindo seu importante papel na patogénese da
infecc&o por R. equi e sua utilidade como marcador da viruléncia desta
bactéria. Entretanto, amostras desprovidas de plasmideo de viruléncia
sdo capazes de ocasionar infecgdbes nos homens e animais. Assim, a
PCR multiplex pode ser uma alternativa para diagnosticar de maneira
rapida e eficiente a presenca desse gene de viruléncia que codifica
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para a proteina VAP do Rhodococcus equi isolado dos animais.
Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéao (2); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Irene
Silveira Schrank; Agueda Castagna de Vargas (Responsavel); Andreia
Henzel

Clonagem e expressao do gene da proteina de superficie (SAP)
Descrigcao: Entre as enfermidades reprodutivas que afetam os bovinos,
a campilobacteriose venérea bovina (CVB) é de grande relevancia,
uma vez que por passar muitas vezes desapercebida, pode ocasionar
sérios prejuizos aos produtores. A CVB é causada principalmente pelo
Campylobacter fetus e em particular pela subespécie venerealis. O
habitat natural do C.fetus subespécie venerealis € o sistema
reprodutivo bovino. proteinas de alto peso molecular presentes na
superficie bacteriana (Surface Array Protein - SAP), devido aos seu
importante papel na patogénese da enfermidade, sdao candidatas
potenciais para o desenvolvimento de métodos sorologicos de
diagndstico e para o preparo de vacinas. Porém as caracteristicas de
cultivo da bactéria muitas vezes dificultam estes estudos. Neste
sentido, o uso de proteinas recombinantes pode ser de grande
utilidade, permitindo a obtencao de altos niveis de proteinas a um custo
relativamente baixo. Os objetivos deste projeto sdo a clonagem e
caracterizagdo do gene sap do Campylobacter fetus, expressédo de
SAP recombinantes, testando sua reatividade imunolégica.

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgéao (2); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Agueda Castagna Vargas
(Responsavel); Luciane Ribeiro Viana; Jackeline Kirinus

Padronizagdo da técnica de PCR para diagnostico da
campilobacteriose genital bovina

Descricdo: A importancia da bovinocultura de corte para o pais e os
baixos indices reprodutivos decorrentes de problemas infecciosos
levam a busca de metodologias eficazes para o diagndstico e controle
destas enfermidades. A Campilobacteriose Venérea Bovina (CVB), cuja
principal manifestagédo € a redugao nos indices de pari¢do (devido ao
aborto e infertilidade), apesar de acarretar prejuizos, tem passado
completamente despercebida, devido a natureza subclinica e a
dificuldade de diagnostico. Ela é causada pelo Campylobacter fetus
subespécie fetus e venerealis, uma bactéria microaerdfila, que além de
requerer condigdes especiais de transporte e cultura, apresenta o
crescimento fastidioso e inatividade bioquimica. A técnica de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) vem sendo utilizada na
identificacdo de bactérias de dificil isolamento e classificacdo, porque
detecta fragmentos especificos do DNA bacteriano, que se mantém
integro, mesmo com o agente inviavel, diminuindo-se entdo os
cuidados na colheita e conservacdo das amostras. A padronizacdo da
PCR espécie-especifica para Campylobacter fetus que esta sendo
proposta pelo presente estudo, tem a intengao de facilitar e apressar o
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diagndstico da Campilobacteriose venérea permitindo uma correta
estimativa de sua prevaléncia em nossos rebanhos.

Situacao: Concluido; Natureza: Outra

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Agueda Castagna Vargas
(Responsavel); Luciane Ribeiro Viana; Jackeline Kirinus; Ana Claudia
Groff

Caracterizagcao Molecular de Isolados de Streptococcus equi

Descricdo: A adenite equina € uma doenga contagiosa aguda
caracterizada por inflamagdo mucopurulenta do trato respiratério
superior dos equinos. € causada pelo S. equi subesp. equi, um agente
b-hemolitico pertencente ao grupo C Lancefield. Outros agentes
pertencentes ao mesmo grupo como S. equi subesp. zooepidemicus
sao freqlientemente isolados de amostras clinicas como contaminantes
secundarios. A diferenciacdo fenotipica entre estas subespécies é
pequena e tradicionalmente € baseada em testes de fermentacdo de
agucares, entretanto existem cepas de S.equi subesp. equi atipicas
que apresentam diferentes padroes de fermentacao, dificultando ainda
mais sua diferenciagdo, gerando identificacdoes falhas. O presente
trabalho tem por objetivo realizar uma caracterizagcdo molecular de
isolados de S.equi obtidos de casos clinicos de adenite equina. Para
tal, sequéncias conservadas da regiao HSP60 serdo amplificadas por
PCR utilizando-se primers degenerados, e apos a amplificacdo os
fragmentos obtidos serédo sequenciados e analisados. Espera-se que a
analise destes fragmentos permita a caracterizagdo dos isolados e
diferenciagao das subespécies de S.equi.

Situacdo: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéao (2); Mestrado académico (2);
Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Cristina Costa Krewer; Mariana
Sa e Silva; Agueda Castagna de Vargas (Responsavel); Jackeline
Kirinus

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico-CNPq

Numero de producgdes C,T & A: 1/

Genes envolvidos na patogenicidade de Actinobacillus
pleuropneumoniae

Descricdo: O projeto visa o estudo dos genes envolvidos na
patogenicidade da bactéria Actinubacillus pleuropneumoniae. Visa
também o desenvolvimento de métodos rapidos de diagndstico desta
espéecie.

Situagao: Em Andamento; Natureza: Pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgao (3); Mestrado académico (2); Doutorado
(1)

Integrantes: Mateus Matiuzzi da Costa; Irene Silveira Schrank
(Responsavel); Catia Cilene Klein; Sergio Ceroni da Silva; Shana
Weber
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