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     RESUMO 

A microbiota intestinal de suínos em suas fases iniciais de desenvolvimento, que já sofre em 

virtude do estresse do desmame e imaturidade do trato gastrointestinal (TGI), se torna ainda 

mais suscetível à disbiose frente a Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC). Devido à 

interação entre mucosas, o efeito das modificações na microbiota intestinal causadas por este 

patógeno gastrintestinal pode se estender para o trato respiratório; no entanto, pouco se sabe 

sobre como a presença de ETEC atua no eixo intestino-pulmão em leitões. Portanto, este 

trabalho visa elucidar o papel de ETEC na modulação da microbiota intestinal e pulmonar e na 

expressão gênica de marcadores do sistema imunológico (SI) de suínos portadores de ETEC 

assintomáticos e diarreicos. Ademais, considerando a dificuldade em se caracterizar a 

microbiota do trato respiratório, também se propõe um método alternativo para o 

sequenciamento por amplicon de amostras com baixa densidade microbiana. Foram analisados 

suínos em diferentes fases de desenvolvimento quanto à presença de ETEC em amostras de 

fezes, e classificados como carreadores (ETEC+) ou não carreadores (ETEC-). Em seguida, 

animais selecionados tiveram sua microbiota intestinal e pulmonar caracterizadas por 

sequenciamento da região V4 do gene 16S-rDNA pela plataforma Illumina MiSeq, e a 

caracterização do perfil transcricional de genes marcadores do SI por RT-qPCR. A validação do 

método alternativo foi realizada através de análises de mock community e amostras clínicas sem 

causar viés nas sequências geradas, permitindo sua aplicação na análise da microbiota pulmonar 

de leitões. Na microbiota intestinal, houve uma redução na α-diversidade em animais ETEC+, 

sendo a fase de desenvolvimento dos suínos um importante fator contribuinte para a modulação 

da composição das comunidades bacterianas neste sítio. A presença de ETEC também 

favoreceu a disbiose da microbiota do eixo intestino-pulmão e alteração da resposta imune em 

nível transcricional não apenas no TGI, mas também sistêmico e no trato respiratório dos 

animais analisados. Os resultados obtidos apontam que patógenos gastrintestinais, mesmo 

quando latentes, são capazes de modular a saúde dos suínos, ressaltando a importância do 

monitoramento e controle da disseminação de ETEC nas granjas, e de estudos sobre a dinâmica 

do eixo intestino-pulmão na área veterinária. 

Palavras-chave: ETEC; 16S-rDNA; RT-qPCR; microbiota; eixo intestino-pulmão; saúde 

intestinal.  



 

 

ABSTRACT 

The piglets’ gut microbiota, which already undergoes modulations due to the weaning and the 

gastrointestinal immaturity, becomes even more susceptible to dysbiosis when challenged by 

enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC). Due to the mucosal interactions, changes in gut 

microbiota caused by gastrointestinal pathogens can extend to the respiratory tract; however, 

the role of ETEC in gut-lung axis in pigs remains unclear. Thus, this study aims to unravel the 

ETEC role in gut-lung microbiota modulation and in immune markers transcription in ETEC 

carrier asymptomatic or diarrheic pigs. In addition, considering the hurdles in characterizing 

lung microbiota, we also purpose an alternative method for amplicon sequencing of low-

biomass samples. We screened pigs at different stages for the detection of ETEC-markers and 

classified them into ETEC-carriers (ETEC+) or non-carriers (ETEC-). Then, selected piglets 

were submitted to the characterization of gut and lung microbiota by 16S-rDNA (V4) amplicon 

sequencing using Illumina MiSeq, and immune marker relative expression by RT-qPCR. We 

validated the alternative method for low-biomass samples based on mock community and 

clinical samples without data bias, allowing its use for pigs’ lung microbiota analysis. In the 

gut microbiota, α-diversity was reduced in ETEC+ pigs, and pigs’ development stage was an 

important contributing factor for modulating gut bacterial community composition. ETEC 

presence also contributed to the gut-lung microbiota dysbiosis and immune response not only 

in gut but also in pigs’ respiratory tract and systemically. Overall, these findings point out that 

gastrointestinal pathogens even when latent can modulate pigs’ health, highlighting the 

importance of monitoring and controlling the ETEC dissemination in swine farms, and the 

investigation of gut-lung axis for veterinarian purposes. 

Keywords: ETEC; 16S-rDNA; RT-qPCR; microbiota; gut-lung axis. 
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1 INTRODUÇÃO 

Escherichia coli são bactérias Gram-negativas comensais da microbiota intestinal 

de diversos animais que, paradoxalmente, podem tanto estar em simbiose quanto causar 

infecções em seus hospedeiros. Com isso, estas bactérias são ótimos modelos para 

investigar fatores genéticos que podem levar ao comensalismo ou a patogenicidade de 

determinadas cepas, ou mesmo a transitar entre estes dois estados (TENAILLON et al., 

2010). 

E. coli intestinais estão envolvidas em casos de diarreia que acometem diferentes 

hospedeiros, e sua patogenicidade está associada a conjuntos de fatores genéticos de 

virulência, adquiridos evolutivamente por transferência horizontal (KAPER et al., 2004; 

CROXEN et al., 2013). Até hoje, diversos patotipos de E. coli intestinais já foram 

descritos e amplamente estudados, sendo classificados de acordo com a combinação dos 

conjuntos de fatores de virulência. Dentre eles, o patotipo E. coli enterotoxigênica 

(ETEC) é o agente etiológico da diarreia branda, a qual acomete humanos e animais de 

produção (KAPER et al., 2004; DUBREUIL et al., 2016). 

Infecções por ETEC em suínos são muito comuns nas fases iniciais de seu 

desenvolvimento, e causam doenças como a colibacilose neonatal em leitões recém-

nascidos, e a diarreia pós-desmame em animais desmamados. Trata-se de um patógeno 

com transmissão oro-fecal pelo contato com animais carreadores – diarreicos ou 

assintomáticos –, ou ambiente contaminado (GYLES; FAIRBROTHER, 2010; 

EFSA/AHAW et al., 2022). Entretanto, além da presença do patógeno, outros fatores 

predisponentes contribuem para o desenvolvimento clínico destas doenças nos leitões, 

incluindo características genéticas dos animais, imaturidade do trato gastrintestinal (TGI) 

e sistema imunológico (SI) nestas fases, administração de colostro ao nascer, idade ao 

desmame, condições ambientais e manejo sanitário (RHOUMA et al., 2017). O impacto 

destas doenças se reflete em altas taxas de morbidade e mortalidade, redução na taxa de 

crescimento dos animais e, consequentemente, prejuízos econômicos para o setor 

suinícola (DUBREUIL et al., 2016). 

Além disso, a interação patógeno-hospedeiro se estende por outros aspectos, como 

a modulação da sua microbiota intestinal e barreira imunológica (CERF-BENSUSSAN; 

GABORIAU-ROUTHIAU, 2010). Nos últimos anos, a microbiota intestinal de suínos 

vem sendo amplamente estudada através de sequenciamento de nova geração (NGS), 

principalmente para a caracterização das comunidades bacterianas (KIM; ISAACSON, 
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2015). A microbiota intestinal de suínos varia principalmente com a idade do animal, 

sendo a colonização bacteriana iniciada logo após seu nascimento e moldada ao longo de 

seu desenvolvimento até atingir sua maturação durante o período de crescimento e 

terminação (LUO et al., 2022). Esta dinamicidade da microbiota intestinal nas fases 

iniciais de vida afeta a nutrição e a saúde dos animais; enquanto, animais adultos com a 

microbiota intestinal estável têm menor risco de doenças intestinais e maior potencial de 

crescimento (LUO et al., 2022).  

Ademais, o crosstalk da microbiota intestinal não se limita à resposta local no 

TGI, mas também atua na modulação da imunidade no trato respiratório. Tal interação 

intestino-pulmão é principalmente explorada na área humana (ANAND; MANDE, 2018), 

porém, mais recentemente, estudos em suínos também começaram a ser conduzidos 

(JIANG et al., 2019; NAIR et al., 2019; ZHANG et al., 2022). A investigação da interação 

intestino-pulmão em suínos é uma ferramenta importante para melhor compreender a 

susceptibilidade dos animais a doenças infecciosas, tanto intestinais quanto respiratórias, 

bem como elucidar os mecanismos relacionados à patogenia e resposta imunológica da 

interação patógeno-hospedeiro. 

Com isso, o presente trabalho visa desvendar a interação patógeno-hospedeiro de 

ETEC e suínos – carreadores e não-carreadores do patógeno – em diferentes fases de 

desenvolvimento através de uma abordagem molecular, incluindo caracterização da 

microbiota intestinal e pulmonar, e avaliação da expressão de genes marcadores de 

resposta imunológica no intestino e no pulmão dos animais. 

  



16 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Suinocultura no Brasil e infecções gastrointestinais por Escherichia coli 

enterotoxigênica na produção de suínos 

O Brasil é atualmente o quarto maior produtor de rebanhos suínos no mundo, com 

46,250 mil cabeças em 2023, e o quarto maior exportador, com aproximadamente 31% 

da produção destinados a este fim (FAS/USDA, 2023). Ademais, internamente, os suínos 

representam o terceiro maior rebanho produzido no país, atrás apenas de aves e bovinos 

(IBGE, 2021). Sendo assim, a suinocultura representa um importante segmento do 

agronegócio nacional, responsável por 24,8% do produto interno bruto (PIB) do Brasil 

(CEPEA; CNA, 2022). 

Infecções gastrointestinais são uma grande preocupação para a produção de 

suínos. Dentre as infecções mais frequentes, se destacam as causadas por Escherichia coli 

patogênicas, em especial por E. coli enterotoxigênica (ETEC). Este patotipo acomete 

animais em suas fases iniciais de desenvolvimento, principalmente logo após seu 

nascimento até o período pós-desmame, devido à imaturidade do trato gastrintestinal 

(TGI) dos leitões nestas fases (GYLES; FAIRBROTHER, 2010), podendo causar quadros 

de colibacilose neonatal, colibacilose entérica complicada por choque, diarreia pré-

desmame e diarreia pós-desmame (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). À exceção da 

colibacilose entérica complicada por choque, em que a morte ocorre geralmente antes da 

apresentação de sinais clínicos, as outras doenças se manifestam por diarreia moderada a 

severa (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). A Tabela 1 resume as principais doenças 

gastrintestinais causadas por ETEC em suínos. 
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Tabela 1 – Doenças gastrintestinais causadas por Escherichia coli enterotoxigênica 

em suínos ao longo de seu desenvolvimento. 

Doença Sinais clínicos Etiologia 

Fase* 

N
e
o

n
a

ta
l 

A
m

a
m

e
n

ta
ç
ã
o
 

P
ó

s-
d

e
sa

m
e 

C
r
e
sc

im
e
n

to
/ 

T
e
rm

in
a

çã
o
 

A
d

u
lt

o
s 

Colibacilose 

neonatal 

Diarreia aquosa severa; desidratação; 

mortalidade de até 70% 
ETEC       

Diarreia pré-

desmame 

Diarreia moderada; Baixa 

mortalidade; redução do ganho de 

peso 

ETEC, 

Coccidia, 

rotavírus, vírus 

TGE 

      

Colibacilose 

entérica complicada 

por choque 

Diarreia; cianose periférica, morte 

rápida 
ETEC        

Diarreia pós-

desmame 

Diarreia moderada a severa; redução 

do ganho de peso; mortalidade de 25% 

dos animais não tratados 

ETEC e outros 

patotipos de E. 

coli 

          

* região hachurada indica fase de desenvolvimento em que a doença é reportada de acordo com a literatura. 

TGE: Gastroenterite Transmissível 

Para a produção animal, a colibacilose neonatal e a diarreia pós-desmame têm 

maior importância veterinária, gerando significativas perdas econômicas no setor devido 

às altas taxas de morbidade e mortalidade, e à redução da taxa de crescimento nos 

rebanhos infectados (DUBREUIL et al., 2016). Em lotes afetados por colibacilose 

neonatal, a taxa de morbidade varia de 30 a 40%, podendo atingir até 80% em alguns 

rebanhos; enquanto a taxa de mortalidade nestes casos pode ser de 70% (GYLES; 

FAIRBROTHER, 2010). Já lotes com diarreia pós-desmame, a mortalidade é de 

aproximadamente 1,5 a 2%, mas pode chegar a 25% em lotes não tratados (GYLES; 

FAIRBROTHER, 2010). O impacto financeiro anual na produção de suínos pode chegar 

a € 133 (equivalente a aproximadamente R$ 430,00 na época) por matriz em rebanhos 

afetados por colibacilose neonatal, e € 40 (equivalente a aproximadamente R$ 130,00 na 

época) por matriz em lotes com diarreia pós-desmame, considerando estimativa de 2014 

(SJÖLUND, M. et al., 2014). 

Ainda, é necessário considerar as infecções subclínicas por ETEC, em que não há 

uma manifestação clínica de infecção, porém o patógeno está presente na microbiota do 

animal sendo carreado no ambiente e podendo contaminar outros animais do rebanho. 

Não há um consenso sobre a prevalência de ETEC em animais assintomáticos, que varia 

consideravelmente de acordo com o estudo. Em análise transversal realizada em granjas 

suinícolas comerciais de ciclo completo na Argentina, foi observado 15,2% de 

prevalência de ETEC em suínos assintomáticos, bem como a presença de múltiplos 
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genótipos de ETEC circulantes nos rebanhos e coabitando os animais investigados 

(MOREDO et al., 2015). Já em estudo realizado em granjas comerciais identificadas 

pelos autores como de pequeno a grande porte na África do Sul, a prevalência de ETEC 

chegou a 69,2% em suínos assintomáticos (OGUNDARE et al., 2018). Em ambos os 

casos, a prevalência variou de acordo com a fase de desenvolvimento dos animais 

investigados, com um aumento significativo em animais recém desmamados na fase de 

creche, chegando de 66% a 90% (MOREDO et al., 2015; OGUNDARE et al., 2018). Tais 

observações indicam a importância do monitoramento de animais carreadores de ETEC 

subclínica para a prevenção de manifestação clínica e da disseminação do patógeno nos 

rebanhos.  

2.2 Patogenicidade de Escherichia coli enterotoxigênicas que acometem suínos 

A patogenicidade de ETEC está diretamente relacionada à produção de dois 

principais grupos de fatores de virulência: as adesinas e as enterotoxinas. Em ETEC que 

acometem suínos, já foram descritos 10 marcadores deste patotipo na literatura (Tabela 

2).  

As adesinas, que podem ser fimbriais ou não-fimbriais, são essenciais para o 

estabelecimento da infecção por ETEC por possibilitarem a aderência bacteriana a 

receptores específicos localizados no tecido epitelial intestinal do hospedeiro, para então 

ocorrer a colonização intestinal (DUBREUIL et al., 2016). A interação patógeno-

hospedeiro promovida pelas adesinas de ETEC aos receptores tipicamente é sutil, sem 

um contato íntimo ou efeito notório na célula do hospedeiro, diferentemente da interação 

observada em outros patotipos de E. coli (GYLES; FAIRBROTHER, 2010) (Figura 1). 

Em suínos, as adesinas de ETEC mais comuns são as fimbriais F4 (K88), F5 (K99), F6 

(987P), F18 e F41, e já foi reportada a ocorrência da adesina não-fimbrial AIDA (do inglês 

adhesion involved in difuse adherence) (MAINIL et al., 2002) (Tabela 2). Em detalhe, F4 

é encontrada em ETEC presentes ao longo de todo o ciclo de produção de suínos, podendo 

estar associada à colibacilose neonatal, diarreia pré-desmame e diarreia pós-desmame; 

enquanto que as adesinas F5, F6 e F41 são apenas encontradas em ETEC de leitões 

neonatos, estando exclusivamente associadas a casos de colibacilose neonatal; já F18 e 

AIDA são encontradas em animais na fase de pós-desmame, estando relacionada a ETEC 

causadora de diarreia pós-desmame (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).  
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Tabela 2 – Fatores de virulência encontrados em Escherichia coli enterotoxigênica que acometem suínos   

Fator  Descrição  Gene  Localização  Função  Fase animal Doenças Observações 

F4  Adesina fimbrial 

K88  

fae  plasmídeo  Adesão ao epitélio do intestino 

delgado  

Todas Colibacilose neonatal, 

colibacilose entérica 

complicada por choque, 

diarreia pré-desmame e 

diarreia pós-desmame  

Até 50% dos suínos não possuem receptores para F4 (alelo 

do receptor é dominante, resistência herdada pela progênie); 

A prole com receptores para F4 oriunda de matrizes 

resistentes não recebe anticorpos anti-F4 no colostro, sendo 

altamente suscetíveis.  

F5  Adesina fimbrial 

K99  

fan  plasmídeo  Adesão ao epitélio do intestino 

delgado posterior  

Neonatal Colibacilose neonatal  Receptores para F5 são mais expressos em leitões neonatos, 

tendo sua expressão reduzida com a idade do animal. 

F6  Adesina fimbrial 

987P  

fas  cromossomo e 

plasmídeo  

Adesão ao epitélio do intestino 

delgado posterior  

Neonatal Colibacilose neonatal  Receptores para F6 são mais expressos em leitões neonatos, 

tendo sua expressão reduzida com a idade do animal. 

F18  Adesina 

fimbrial F18 

fed  plasmídeo  Adesão Pós-

desmame a 

adulta 

Diarreia pós-desmame  Receptores para F18 estão ausentes em leitões neonatos, mas 

sua produção aumenta até o desmame. 

F41  Adesina 

fimbrial F41 

fim41a  cromossomo  Adesão ao epitélio do intestino 

delgado posterior  

Neonatal Colibacilose neonatal  Comumente expresso juntamente com F5. 

AIDA  Adesina não-

fimbrial 

envolvida em 

aderência difusa  

aidA  plasmídeo  Adesão ao epitélio do intestino  Pós-

desmame  

Diarreia pós-desmame  Descrita inicialmente em humanos, com ainda poucos relatos 

em suínos. 

LT  Enterotoxina 

termolábil  

eltAB  plasmídeo  Ativação da produção de cAMP, 

secreção e menor absorção de Cl-, 

Na+ e água. 

Todas Colibacilose neonatal, 

diarreia pré-desmame e 

diarreia pós-desmame  

Comumente associado a F4 e a STb; 

Pode estimular a secreção por outros mecanismos de ação 

(prostaglandinas, citocinas, etc.); 

Efeito irreversível na célula hospedeira. 

STa  Enterotoxina 

termoestável A  

estA  plasmídeo 

(associada a 

transposons)  

Ativação da produção de cGMP, 

inibição do sistema de cotransporte 

Na/Cl-, secreção de água e Cl- pelas 

células.  

Todas Colibacilose neonatal, 

diarreia pré-desmame e 

diarreia pós-desmame  

Efeito na célula hospedeira é reversível; 

Número de receptores para STa decresce com o 

envelhecimento do animal. 

STb  Enterotoxina 

termoestável B  

estB  plasmídeo  Elevação a absorção de Ca2+ pela 

célula e da produção de 

prostaglandina E2 e 5-

hidroxitripamina, secreção de água 

e eletrólitos. 

Todas Colibacilose neonatal, 

diarreia pré-desmame e 

diarreia pós-desmame  

Diarreia pode ser causada por ETEC que expressam apenas 

STb. 

EAST1 Toxina 

termoestável 

enteroagregativa 

1 

astA cromossomo e 

plasmídeo  

Provável função semelhante a STa. Neonatal a 

pós-

desmame 

Colibacilose neonatal, 

diarreia pré-desmame e 

diarreia pós-desmame  

Comumente associado a F4; 

Possui 50% de homologia com o domínio de STa, 

interagindo com seu receptor; 

Sozinha não parece ser capaz de provocar doença, mas com 

LT causa quadro de diarreia. 

cAMP: adenosina monofosfato cíclica; cGMP: guanosina monofosfato cíclica    
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Figura 1 – Interação patógeno-hospedeiro de Escherichia coli enterotoxigênica e células do epitélio 

intestinal de suínos. Microfotografia da ligação de ETEC às células epiteliais do íleo de um leitão no pós-

desmame, mostrando uma aderência pouco íntima (A) e sem alterar a estrutura dos enterócitos do 

hospedeiro. Barra = 1 μm. Fonte: Imagem retirada de GYLES; FAIRBROTHER, 2010. 

Uma vez estabelecida no epitélio intestinal do hospedeiro, ETEC produz uma ou 

mais enterotoxinas que se ligam a receptores específicos, desencadeando a alteração da 

homeostase celular devido à desidratação e à secreção de eletrólitos, que levam à 

manifestação clínica de diarreia (DUBREUIL et al., 2016). Até o momento, quatro 

enterotoxinas de ETEC que acometem suínos já foram descritas, sendo elas a termolábil 

LT e as termoestáveis STa, STb e EAST1 (GYLES; FAIRBROTHER, 2010) (Tabela 2). 

Estes marcadores de ETEC por si não são determinantes da ocorrência de infecção 

nos animais contaminados, que também dependerá de fatores genéticos do hospedeiro 

que podem predispor para o estabelecimento da doença propriamente dita (RHOUMA et 

al., 2017). Os fatores genéticos predisponentes incluem a expressão de receptores 

específicos aos fatores de virulência de ETEC pelas células epiteliais intestinais do 

hospedeiro. Suínos resistentes à ETEC não expressam receptores intestinais para as 

adesinas fimbriais F4 e F18, visto que o alelo responsável pela expressão destes 

receptores é dominante, onde animais com o genótipo homozigoto recessivo são 

resistentes a ETEC-F4/F18, enquanto animais com genótipos homozigoto dominante ou 

heterozigoto são suscetíveis à colonização ETEC-F4/F18 (GYLES; FAIRBROTHER, 
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2010). Além disso, sabe-se que matrizes resistentes à ETEC-F4 – por não possuírem 

receptor para F4 –, não produzem anticorpos anti-F4 naturalmente no colostro, fazendo 

com que sua prole seja altamente sensível a esta adesina (GYLES; FAIRBROTHER, 

2010).  

Ademais, sabe-se que a expressão de receptores para adesinas e enterotoxinas de 

ETEC também pode variar ao longo da vida do animal. No caso de ETEC-F5/F6, animais 

recém-nascidos apresentam maior susceptibilidade à colonização por estas cepas do que 

animais mais velhos, em que a expressão dos receptores de F5 e F6 é reduzida 

(FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). De modo similar, a concentração e afinidade de 

receptores para a enterotoxina STa também varia com a idade do animal, sendo menos 

ativa com seu envelhecimento (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). 

2.3 Patogenia das infecções por Escherichia coli enterotoxigênica em suínos e seus 

fatores predisponentes 

A transmissão de ETEC ocorre por via oro-fecal, através do contato com animais 

carreadores – sejam eles diarreicos ou assintomáticos – ou com o patógeno presente no 

ambiente (GYLES; FAIRBROTHER, 2010; EFSA/AHAW et al., 2022). No entanto, o 

contato com o patógeno não é suficiente para o desenvolvimento de infecções por ETEC, 

que têm caráter multifatorial, e cujo risco aumentado está correlacionado a diversos 

fatores predisponentes já descritos na literatura até então (RHOUMA et al., 2017). Como 

visto no item 2.2, fatores genéticos do hospedeiro contribuem para a evolução da infecção 

devido à expressão de receptores específicos para as adesinas de ETEC. Além disso, a 

saúde da matriz também está correlacionada à susceptibilidade dos leitões a infecções 

bacterianas, devido às condições durante a gestação e o parto, bem como devido à 

imunidade passiva sistêmica que é transmitida via colostro nos primeiros momentos de 

vida do leitão (PORTER et al., 1970; LALLÈS et al., 2007; MELKEBEEK et al., 2013; 

RHOUMA et al., 2017). O período de lactação e a idade ao desmame também podem 

favorecer a ocorrência de infecções por ETEC, uma vez que o leite da matriz confere 

imunidade passiva lactogênica aos leitões através da transmissão de imunoglobulinas A 

(IgA) (PORTER et al., 1970; MELKEBEEK et al., 2013; RHOUMA et al., 2017). Sendo 

assim, o desmame representa um momento de grande estresse aos animais em virtude da 

mudança brusca de alimentação que modifica a fisiologia de seu TGI (LALLÈS et al., 

2007).  
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Outros fatores contribuintes para infecções por ETEC incluem as condições 

ambientais da granja e manejo dos animais, tais como densidade de animais, controle 

térmico, regime alimentar e histórico de infecções virais (LAINE et al., 2008; RHOUMA 

et al., 2017). Portanto, na presença destes fatores predisponentes, o patógeno pode 

estabelecer um quadro infeccioso de ETEC no hospedeiro – como colibacilose neonatal, 

colibacilose entérica complicada por choque, diarreia pré-desmame ou diarreia pós-

desmame (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019) –, a depender da fase de desenvolvimento 

do animal acometido e dos fatores de virulência expressos pelo patógeno (Tabela 1; 

Tabela 2). 

A colibacilose neonatal ocorre em animais logo após seu nascimento até o quarto 

dia de vida, quando são expostos pela primeira vez a um ambiente contaminado com a 

microbiota intestinal da matriz (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). Além disso, o TGI 

dos leitões ainda é imunologicamente imaturo e apresenta pH alcalino com baixa 

capacidade proteolítica, favorecendo a ocorrência de infecções gastrintestinais 

(LAWLEY; WALKER, 2012; LUPPI, 2017). As cepas de ETEC que causam esta doença 

podem apresentar as adesinas fimbriais F4, F5, F6 e F41 (Tabela 2), colonizando 

principalmente a porção posterior do jejuno e íleo (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). 

Uma vez aderidas ao TGI do leitão, a maioria das ETEC envolvidas na colibacilose 

neonatal produzem a enterotoxina STa, que se liga a glicoproteína receptora guanilato 

ciclase C e ativa uma cascata de sinalização intracelular, com o acúmulo de monofosfato 

de guanosina cíclico (cGMP), ativação da quinase II cGMP-dependente, fosforilação do 

canal de cloreto regulador de condutância transmembrana de fibrose cística (CFTR), que 

culmina na secreção de íons Cl- e HCO3
- e inibição da absorção de Na+, resultando no 

quadro de diarreia e desidratação (DUBREUIL et al., 2016). 

No caso da colibacilose entérica complicada por choque, a doença ocorre em 

leitões antes e após o desmame e as cepas de ETEC envolvidas geralmente possuem a 

adesina F4 (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). Como mencionado anteriormente, em 

casos de choque, a morte do animal normalmente ocorre antes de qualquer manifestação 

clínica da infecção, sendo causada muito provavelmente pela rápida liberação de 

lipopolissacarídeos (LPS) que estimulam a superprodução de mediadores de inflamação, 

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e as interleucinas (IL) IL-1 e IL-6, que 
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recrutam neutrófilos causando danos no endotélio vascular, perda de líquidos e choque 

hipovolêmico (DUBREUIL et al., 2016). 

Os casos de diarreia em leitões antes do desmame ainda na fase de amamentação 

são menos relatados na literatura, mas sabe-se que compartilham os mecanismos de 

patogenia da diarreia pós-desmame, porém com sinais clínicos mais moderados e baixos 

índices de mortalidade (FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). Nestes casos, as cepas de 

ETEC envolvidas possuem a adesina fimbrial F4 e uma ou mais enterotoxinas – STa, 

STb, LT e/ou EAST-1 (Tabela 2) –, e a gravidade da doença depende principalmente da 

titulação de anticorpos presentes no leite das matrizes, que geralmente decresce com a 

idade dos animais lactentes (DEPREZ et al., 1986). 

A diarreia pós-desmame ocorre nos primeiros 14 dias após os desmame 

(ERIKSEN et al., 2021), devido às mudanças alimentares, alterações fisiológicas do TGI 

dos animais neste período, e ao estresse associado à retirada do contato com a matriz e 

adaptação ao ambiente de creche com o contato com outros leitões (LALLÈS et al., 2004; 

RHOUMA et al., 2017). As ETEC envolvidas nesta doença usualmente possuem as 

adesinas fimbriais F4 e/ou F18, porém há relatos de casos de diarreia por ETEC negativas 

para estes fatores; alguns isolados de ETEC ainda possuem a adesina não-fimbrial AIDA. 

A toxicidade das cepas se dá pela presença de uma ou mais enterotoxinas – STa, STb, LT 

e/ou EAST-1 –, tendo relatos de infecção híbrida com E. coli produtoras de shiga toxina 

(STEC) devido à presença da toxina Stx2e, comum na doença do edema 

(FAIRBROTHER; NADEAU, 2019). O mecanismo de STa é equivalente ao observado 

na colibacilose neonatal, resultando no estímulo da produção de cGMP e secreção de 

fluidos. Já a enterotoxina STb se liga a receptores glicoesfingolipídeos sulfatide, 

amplamente distribuídos no epitélio intestinal, tendo uma ação rápida, porém de 

moderada potência, que é iniciada pelo aumento da absorção de Ca2+, ativação da proteína 

quinase C, fosforilação de CFTR, e culmina na inibição da absorção de Na+ e liberação 

dos secretagogos prostaglandina-E2 e 5-hidroxitriptamina, induzindo a secreção de água 

e eletrólitos pela célula (DUBREUIL et al., 2016). A toxina EAST-1 compartilha 

similaridades biológicas e físicas com STa, mas seu papel em quadros de diarreia em 

suínos ainda não é completamente caracterizado, não sendo capaz de causar doença 

quando expressa sozinha (NGELEKA et al., 2003); portando, EAST-1 não é considerada 

um marcador de virulência de ETEC. Por fim, a enterotoxina LT, além de sua toxicidade, 
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também atua promovendo a adesão e colonização no hospedeiro (BERBEROV et al., 

2004). A toxina LT se liga a receptores ganglosídeos e é internalizada por endocitose, 

sendo levada até o complexo de Golgi e retículo endoplasmático, onde é translocada para 

o citoplasma, ativando permanentemente a adenilato ciclase na camada basolateral da 

célula. O aumento nos níveis de adenosina monofosfato cíclico (cAMP,) leva à ativação 

de CFTR, causando o aumento da secreção de Cl- e HCO3
-, redução na absorção de Na+ 

e perda de água pela célula devido ao equilíbrio osmótico (DUBREIUL et al., 2016). 

Com isso, em virtude da ampla diversidade de subtipos de E. coli com diferentes 

conjuntos de marcadores de virulência de ETEC envolvidos em infecções gastrintestinais 

(GYLES; FAIRBROTHER, 2010), o monitoramento epidemiológico de granjas 

suinícolas se faz necessário no intuito de reduzir os riscos de contaminação, conter os 

prejuízos associados e garantir a saúde do rebanho. Para isso, ferramentas moleculares 

para identificação de marcadores de ETEC se fazem essenciais para o monitoramento 

microbiológico e determinação da prevalência deste patógeno nas granjas, sendo 

amplamente empregadas em estudos da área (MOREDO et al., 2015. LUPPI et al., 2016). 

2.4 Dinâmica patógeno-hospedeiro: interação entre Escherichia coli 

enterotoxigênica, a microbiota intestinal e o sistema imunológico dos suínos 

A microbiota intestinal de mamíferos exerce um papel determinante na dinâmica 

patógeno-hospedeiro através da modulação do SI do hospedeiro, que precisa se adaptar 

para tolerar a colonização por bactérias simbiontes e, concomitantemente, manter a 

capacidade de reconhecer e combater patógenos (CERF-BENSUSSAN; GABORIAU-

ROUTHIAU, 2010). No caso dos patobiontes – bactérias potencialmente patogênicas –, 

a colonização por si não se traduz necessariamente em uma infecção (hospedeiros 

assintomáticos), causando doença apenas frente a algum desbalanço imunológico do 

hospedeiro (CERF-BENSUSSAN; GABORIAU-ROUTHIAU, 2010), mas podendo 

impactar na diversidade bacteriana local. Visto isso, é possível inferir quais os 

componentes da comunidade bacteriana são indicativos de uma microbiota saudável – 

sinalizando um hospedeiro menos suscetível à infecção – e quais componentes estão 

associados a um determinado patógeno. O desequilíbrio da interação entre a microbiota 

e o SI, dependendo do contexto genético do hospedeiro e das condições ambientais, pode 

aumentar sua susceptibilidade a patógenos e desencadear a resposta imune (ZHENG et 
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al., 2020). Esta dinâmica é amplamente estudada em humanos e cada vez mais explorada 

no âmbito veterinário.  

Em suínos, estudos de caracterização da comunidade bacteriana intestinal através 

do sequenciamento do gene 16S-rDNA por plataformas de sequenciamento de nova 

geração (NGS) vêm se tornando mais frequentes (KIM; ISAACSON, 2015; LUO et al., 

2022). Com isso, foi possível estabelecer a dinamicidade da microbiota intestinal ao longo 

da vida do suíno (WANG et al., 2019b). A colonização bacteriana inicia imediatamente 

após o nascimento, quando a microbiota intestinal ainda é imatura, tornando o animal 

mais propenso a infecções gastrintestinais e a problemas de digestão e ganho de peso; e 

é moldada com o avanço de seu desenvolvimento até atingir a maturidade completa na 

fase de crescimento e terminação, contribuindo para a performance dos animais e 

diminuindo sua susceptibilidade a infecções gastrintestinais (LUO et al., 2022). 

Inicialmente, a microbiota intestinal de leitões neonatos se assemelha à composição 

encontrada no solo das granjas, na pele e no leite da matriz, e se modifica de acordo com 

a microbiota ambiental (CHEN et al., 2017). Durante a amamentação, os principais 

gêneros encontrados na microbiota intestinal dos leitões são Bacteroides, Escherichia e 

Lactobacillus (LUO et al., 2022); e, apesar de E. coli ser uma das primeiras bactérias a 

colonizar o TGI de leitões neonatos, sua abundância decai logo após o desmame (WANG 

et al., 2019b). No desmame, período do maior estresse para os leitões, a mudança de dieta 

base – de leite para alimentação sólida – modifica abruptamente a composição da 

microbiota intestinal, onde Prevotella, Lactobacillus e Oscillispira são mais abundantes 

(LUO et al., 2022); e afeta o funcionamento do TGI, prejudicando o ganho de peso dos 

animais (BIAN et al., 2016). Após esta fase, a microbiota intestinal tende a se estabilizar 

até atingir a maturidade em animais adultos, onde é composta principalmente por 

Prevotella, Lactobacillus e Streptococcus. Além das mudanças ao longo das fases de 

desenvolvimento, outros fatores podem atuar modulando a composição bacteriana 

intestinal, como fatores genéticos, condições de manejo e ambiente da granja, exposição 

a patógenos, uso de antibióticos, dieta e suplementação com probióticos (KIM; 

ISAACSON, 2015). Apesar desta dinamicidade de composição, foi possível estabelecer 

a microbiota central do TGI de suínos saudáveis, independentemente de sua fase de 

desenvolvimento, contendo majoritariamente bactérias dos gêneros Bacteroides, 

Prevotella e Lactobacillus (LUO et al., 2022). O estabelecimento de uma microbiota 
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intestinal “saudável” nas fases iniciais de vida dos suínos é determinante para a maturação 

imunológica, o desenvolvimento das funções fisiológicas do TGI, e para garantir uma 

composição microbiana adequada e estável em sua vida adulta (XU et al., 2016).  

Sabe-se que a homeostase da microbiota intestinal se reflete na saúde intestinal 

dos suínos, através da modulação de funções metabólicas e imunológicas do organismo. 

Como visto anteriormente, a presença de receptores nas células do epitélio intestinal do 

hospedeiro serve como uma barreira inicial para a colonização bacteriana; ademais, 

bactérias comensais podem prevenir a colonização de eventuais patógenos através da 

exclusão competitiva (DUARTE; KIM, 2018). A imunidade passiva transmitida da matriz 

para o leitão através do colostro e durante a amamentação é essencial para a prevenção 

de infecções gastrintestinais. Sabe-se que, em indivíduos saudáveis, a microbiota 

comensal estimula a produção de peptídeos microbicidas e secreção de IgA, que protegem 

o hospedeiro da translocação de bactérias e seus metabólitos e da ativação de cascatas 

pró-inflamatórias (MACPHERSON; UHR, 2004; VAISHNAVA et al., 2008). Porém, é 

importante ressaltar que, quando se estuda a modulação da reposta imune de suínos frente 

a um determinado patógeno, é preciso considerar o contexto fisiológico do animal. Por 

exemplo, sabe-se que o processo de desmame é um período de grande estresse para os 

leitões que pode modular seu sistema imune ainda pouco desenvolvido (SALLADRIAS-

GARCÍA, et al., 2021). 

Os efeitos imunológicos associados à presença de determinado patógeno no 

organismo podem ser inferidos através do monitoramento de marcadores de reposta 

imune. Por exemplo, TNF-α é uma citocina pró-inflamatória cujo mecanismo de ação tem 

grande relevância em doenças infecciosas gastrintestinais por aumentar a permeabilidade 

do epitélio intestinal (YE et al., 2006), sendo um mediador essencial para o 

estabelecimento de inflamação no TGI (AL-SADI et al., 2013). A produção de TNF-α 

geralmente está associada à liberação simultânea de interleucinas (IL-1β e IL-8) para 

potencializar a resposta pró-inflamatória a infecções bacterianas (PIÉ et al., 2004; SILVA 

et al., 2019). As mucinas, presentes no muco intestinal, também são importantes 

componentes da resposta imune, tendo papel na interação entre a microbiota e o epitélio 

intestinal e estando correlacionadas com a imunidade inata e respostas inflamatórias no 

TGI (LINDEN et al., 2008; CHAIRATANA; NOLAN, 2017). Diversos genes 

codificadores de mucinas já foram descritos em mamíferos, com regulação diferencial a 
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depender da região do TGI, sendo regulados positivamente na presença de citocinas 

inflamatórias (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-9, IL-13, interferons e TNF-α) ou de produtos 

microbianos (LINDEN et al., 2008). Outro marcador intestinal do SI são os fatores trefoil 

(TFF), peptídeos reguladores que atuam no reparo da mucosa e proteção do TGI (WANG 

et al., 2019a), tendo papel importante em doenças inflamatórias locais (EMIDIO et al., 

2019). 

No caso de infecções por ETEC, se sabe que há uma redução na diversidade 

microbiana intestinal em suínos acometidos, bem como uma diminuição da razão 

Bacteroidota:Firmicutes, que são os dois filos mais abundantes no TGI destes animais 

(BIN et al., 2018). A redução da razão Bacteroidota:Firmicutes é inclusive utilizada como 

biomarcador de disbiose intestinal em suínos, também sendo observada em outras 

infecções diarreicas não causadas por ETEC (KIM et al., 2022). Outras mudanças na 

composição da microbiota intestinal frente à infecção por ETEC incluem um aumento da 

abundância de Proteobacteria e redução de Lactobacillus (KIM et al., 2022). Quanto ao 

SI, considerando que infecções por ETEC têm caráter não-invasivo, a imunidade da 

mucosa intestinal dos leitões obtida através do leite (imunidade lactogênica) é mais 

importante para a resposta contra este patógeno do que a obtida no recebimento do 

colostro (imunidade sistêmica) (MELKEBEEK et al., 2013). Visto isso, a vacinação das 

matrizes contra patotipos de E. coli ou mesmo sua exposição prévia ao patógeno presente 

no ambiente fazem com que maiores quantidades de IgA estejam presentes no leite, sendo 

passadas para os leitões e conferindo uma maior barreira contra a colonização de ETEC 

no seu TGI (LUPPI, 2017); portanto, a presença de anticorpos específicos no leite das 

matrizes, em quantidades adequadas, é fundamental para a imunidade de mucosa dos 

leitões.  

A presença de LPS – componente imunogênico da parede celular de bactérias 

Gram-negativas, incluindo ETEC – elevam os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α, IL-6 e IL-1β, sugerindo a indução da inflamação local (SCHILLING et al., 2001; 

XIAO et al., 2021). Além disso, a infecção por ETEC pode alterar a expressão de MUC2, 

que codifica para a mucina 2 – proteína mais abundante no muco intestinal de suínos –, 

que pode ser regulado tanto positiva quanto negativamente a depender do momento de 

infecção (KIM et al., 2022). Estudos anteriores demonstraram que MUC2 tem sua 

expressão aumentada em leitões durante o pico de infecção por ETEC (de dois a sete dias 
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após a contaminação) (KIM et al., 2019; XUE et al., 2014) e reduzida após o pico de 

infecção (após 14 dias da contaminação) (KIM et al., 2019). Não obstante, leitões 

saudáveis durante o desmame também apresentam redução da expressão de mucinas 

(MUC2 e MUC13) (SALLADRIAS-GARCÍA, et al., 2021) e, similarmente, aumento da 

expressão do peptídeo regulador TFF2 (TAO et al., 2015); portanto a interpretação de 

tais variações nos marcadores de resposta imune deve considerar a fase de vida do animal. 

Por fim, em nível sistêmico, a infecção por ETEC pode levar a uma inflamação sistêmica 

e sepse, sendo indicada pelo aumento gradual da contagem de neutrófilos e linfócitos e 

pela elevação dos níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α (KIM et al., 2022). 

Apesar da riqueza de dados disponíveis sobre o assunto, a maioria dos estudos 

utilizam modelos de infecção induzida por ETEC, desconsiderando o contexto de 

produção dos animais em suas análises. Mais do que isso, o efeito de ETEC na saúde 

intestinal de suínos portadores assintomáticos, seja no âmbito da microbiota intestinal ou 

na modulação imunológica de marcadores, ainda é desconhecido e se soma à falta de 

dados claros sobre a prevalência de ETEC nas granjas. 

2.5 Eixo intestino-pulmão: papel de patógenos intestinais na homeostase 

respiratória de suínos 

A homeostase da microbiota intestinal está associada às funções metabólicas e 

imunológicas do hospedeiro, não se limitando à resposta local da mucosa intestinal, mas 

também impactando na manutenção de outros sítios no hospedeiro (SHREINER et al., 

2015; ANAND; MANDE, 2018). O eixo intestino-pulmão é bastante explorado na área 

humana, indicando a associação da disbiose intestinal com quadros respiratórios 

infecciosos e não-infecciosos (SHUKLA et al., 2017); e, de modo similar, alterações na 

microbiota do trato respiratório devido a infecções também podem modular a microbiota 

e imunidade intestinal do hospedeiro (ANAND; MANDE, 2018). Portanto, o eixo 

intestino-pulmão é bidirecional e interconectado, sendo modulado mutuamente em ambos 

os sítios. No entanto, estudos de caracterização da microbiota pulmonar (trato respiratório 

superior) são dificultados pelos métodos de coleta disponíveis, que incidem em um risco 

aumentado de contaminação pela microbiota do trato respiratório superior e, 

consequentemente, falham em representar com acurácia a complexidade das 

comunidades bacterianas pulmonares e distingui-las das comunidades de outros locais do 

trato respiratório (HAUPTMANN; SHCAIBLE, 2016). Quanto a modulação do SI, 
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evidências sugerem a existência de um mecanismo de resposta comum de mucosa (SI de 

mucosas), em que as alterações sofridas pela mucosa intestinal podem influenciar a 

resposta imune de sítios de mucosa distal, incluindo o pulmão (MESTECKY, 1987; 

HAUPTMANN; SHCAIBLE, 2016). Neste sentido, a interleucina IL-22 age no SI de 

mucosas promovendo a produção de peptídeos antimicrobianos, a regeneração do 

epitélio, a produção de muco e a regulação de sistemas de reparo (ZENEWICZ; 

FLAVELL, 2011; BELKAID; HAND, 2014). Além disso, mediadores de proteção 

imunológica existentes no epitélio do trato respiratório, como β-defensinas e cateciclinas, 

atuam modulando a microbiota pulmonar e SI através de suas atividades antimicrobianas 

e imunomodulatórias (TECLE et al., 2010).  

Em suínos, estudos sobre o eixo intestino-pulmão ainda são escassos, porém 

recentemente, alguns grupos vêm explorando como a microbiota intestinal influencia na 

susceptibilidade dos animais a infecções respiratórias, e como estas infecções podem 

resultar na disbiose intestinal nos animais acometidos. Em detalhe, em estudo 

investigando o papel da microbiota intestinal de suínos em quadros de pneumonia 

enzoótica causada por Mycoplasma hyopneumoniae, se observou que a composição da 

microbiota nas fases iniciais de vida está correlacionada com a gravidade de infecção, 

onde a abundância de determinados táxons bacterianos – incluindo Ruminococcus, 

Prevotella, Ruminiclostridium e Oscillospira – estava associada a menores níveis de lesão 

pulmonar, indicando quadros de baixa gravidade da doença (NAIR et al., 2019). Outro 

estudo demonstrou que suínos com infecção induzida por Mycoplasma hyorhinis 

apresentaram resposta inflamatória sistêmica e local nos pulmões com alteração nos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias circulantes (ZHANG et al., 2022). Quanto aos 

efeitos intestinais, foi observada uma redução da expressão de MUC2, indicando possível 

disfunção da barreira intestinal, e alteração da microbiota intestinal com a redução da 

razão Bacteroidota:Firmicutes e aumento da abundância de patógenos oportunistas – 

como Alistipes, Blautia, Ruminococcus, Desulfovibrio, Escherichia/Shigella, e 

Bacteroides –, causando uma disfunção da barreira intestinal (ZHANG et al., 2022). 

Ademais, casos de coinfecções intestinais associadas a patógenos respiratórios também 

já foram relatados. Animais desafiados com vírus da síndrome reprodutiva e respiratória 

dos suínos (PRRSV), além de apresentarem uma maior abundância de patógenos 

respiratórios na microbiota de fluido bronco alveolar, como Haemophilus e Mycoplasma, 
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também apresentaram abundância de Campylobacter e Clostridium na microbiota 

intestinal, sugerindo uma possível coinfecção intestinal ao quadro de PRRSV, 

corroborando com a ocorrência de diarreia em suínos infectados (JIANG et al., 2019).  

Os efeitos de E. coli intestinais em infecções respiratórias se refletem na 

imunidade, na barreira intestinal e no metabolismo do hospedeiro, fazendo destas 

bactérias potenciais alvos terapêuticos (WEI et al., 2023). Diversos trabalhos em 

humanos já relacionaram a abundância aumentada de E. coli intestinal com a ocorrência 

de infecções pulmonares virais e bacterianas (GU et al., 2020; QIN et al., 2015; WU et 

al., 2020). Como mencionado anteriormente, o aumento de E. coli na microbiota 

intestinal eleva os níveis de citocinas pró-inflamatórias e LPS, induzindo não apenas 

resposta imune local no TGI, mas também no trato respiratório; com isso, pode agravar o 

quadro respiratório inicial e causar sinais clínicos similares aos de gastroenterites (WEI 

et al., 2023). Ademais, E. coli é capaz de fazer translocação para outros sítios (ZHANG 

et al., 2020).  

No caso de infecções por ETEC, não há relatos avaliando o papel deste patógeno 

na saúde respiratória de suínos e estudos em humanos ou utilizando modelos animais são 

raros. Em modelo murino de infecção induzida por ETEC via intranasal, por exemplo, se 

observou a infiltração de neutrófilos e macrófagos nos pulmões através de exames 

histopatológicos (BYRD et al., 2003). No entanto, o modelo proposto pelos autores é 

bastante questionável e a interpretação dos dados é limitada, visto que o pulmão não é o 

sítio alvo de ETEC, não possuindo receptores para suas adesinas ou enterotoxinas. 

Ademais, o contexto fisiológico do trato respiratório restringe ainda mais o estudo da 

dinâmica infecciosa de ETEC neste sítio, devido à ausência das condições encontradas 

no TGI (pH ácido e enzimas digestivas), bem como divergências na composição da 

microbiota pulmonar.  

De modo geral, o estudo do eixo intestino-pulmão é uma importante ferramenta 

para elucidar os mecanismos relacionados à patogenia, à susceptibilidade e à resposta 

imunológica da interação patógeno-hospedeiro. Tendo em vista a ausência de estudos que 

investigam o papel de ETEC na dinâmica do eixo intestino-pulmão em suínos, este 

trabalho visa desvendar a interação patógeno-hospedeiro de ETEC e suínos – carreadores 

e não-carreadores do patógeno – em diferentes fases de desenvolvimento através de uma 

abordagem molecular.  
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3 PERGUNTAS CIENTÍFICAS 

• A presença de ETEC no TGI de suínos, sejam diarreicos ou 

assintomáticos, é capaz de causar a disbiose da microbiota intestinal ou 

alterar a resposta imune destes animais? 

• Qual o impacto de ETEC na dinâmica do eixo intestino-pulmão, 

considerando os reflexos na microbiota e no SI de mucosa e sistêmico, de 

leitões portadores de ETEC assintomáticos e diarreicos? 

• É possível otimizar o método de sequenciamento por amplicon para 

amostras biológicas com baixa densidade microbiana maximizando os 

dados gerados sem criar viés durante a análise metataxonômica? 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Relacionar a presença ETEC no TGI de suínos portadores – diarreicos ou 

assintomáticos – com a modulação da microbiota bacteriana intestinal e pulmonar, e com 

a expressão gênica de marcadores de resposta imune.  

4.2 Objetivos específicos 

a) Buscar por genes marcadores de ETEC (enterotoxinas e adesinas) para 

determinar a ocorrência deste patógeno em suínos em diferentes fases de 

desenvolvimento (maternidade, creche, crescimento e adulta), caracterizando seu 

estado de carreador de ETEC; 

b) Caracterizar a microbiota intestinal e respiratória dos suínos analisados, e 

correlacionar estes dados com a presença ou ausência de ETEC; 

d) Analisar os níveis de expressão gênica de marcadores do SI, considerando sua 

expressão sistêmica (sangue) e local (ceco e pulmão), e correlacionar estes dados 

com a presença ou ausência de ETEC;  

e) Elucidar como ETEC influencia a dinâmica do eixo intestino-pulmão em 

leitões, considerando os dados da caracterização das microbiotas e da expressão 

gênica de marcadores de SI nestes sítios; 

f) Padronizar um método alternativo para o sequenciamento por amplicon de 

amostras biológicas com baixa densidade microbiana para a investigação da 

microbiota nestes sítios. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1 Desenho experimental 

Um total de 69 suínos em quatro fases de desenvolvimento foram analisados: 

maternidade (n=12), creche (n=30), crescimento (n=12), e reprodução (representada pelas 

matrizes, n=15). Os animais foram amostrados por conveniência de duas granjas distintas. 

Os dados clínicos dos lotes coletados foram registrados e apenas animais sem histórico 

de uso de antibioticoterapia nos 30 dias anteriores foram coletados. Todos os animais 

foram avaliados quanto à presença de genes marcadores de virulência de ETEC nas fezes. 

A partir destes dados, os três Capítulos desta Tese foram desenvolvidos (Figura 2).  

Para a realização do Capítulo 1, 40 animais incluindo suínos carreadores de ETEC 

(ETEC+, n=20) e não-carreadores (ETEC-, n=20) tiveram sua microbiota bacteriana 

intestinal caracterizada a partir do DNA isolado das fezes. Para a determinação do perfil 

de expressão gênica de marcadores do SI no ceco, 18 animais foram selecionados, sendo 

ETEC+ (n=9) e ETEC- (n=9) e representando as fases de maternidade, creche e 

crescimento (n=3 ETEC+ e n=3 ETEC- de cada fase amostrada). 

No Capítulo 2, 30 leitões em fase de creche foram analisados. Os dados clínicos 

dos animais foram considerados juntamente com a busca molecular por marcadores de 

ETEC para selecionar 20 leitões nos grupos: i) ETEC- sem sinais clínicos (n=3); ii) 

ETEC+ assintomáticos (n=10); e iii) ETEC+ diarreicos (n=6). Os animais selecionados 

tiveram a microbiota intestinal e pulmonar, e o perfil de expressão gênica de marcadores 

do SI no ceco, pulmão e sistêmico analisados.  

O Capítulo 3, pensado e desenvolvido diante da dificuldade de se obter dados 

viáveis para a determinação da microbiota do trato respiratório inferior devido à baixa 

densidade microbiana no pulmão, utilizou os dados de microbiota intestinal de três suínos 

para a validação de um método alternativo de amplificação para sequenciamento de 16S-

rDNA e ITS. Em conjunto, também foram incluídos dados de uma mock community e de 

outros sítios de baixa e alta densidade microbiana de amostras clínicas provenientes 

projetos desenvolvidos anteriormente no laboratório. 
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Figura 2 – Desenho experimental empregado nesta Tese. Desenvolvimento da Tese em três 

Capítulos a partir da coleta de amostras de fezes de suínos em granjas e detecção molecular de marcadores de ETEC. 

O Capítulo 1 investiga o efeito de ETEC na microbiota intestinal e na transcrição de marcadores do SI em suínos em 

diferentes fases de desenvolvimento. O Capítulo 2 aborda como ETEC impacta na dinâmica do eixo intestino-pulmão 

em leitões na fase de creche, incluindo seus efeitos na microbiota e expressão gênica de marcadores locais e sistêmicos 

do SI nestes sítios. Por fim, o Capítulo 3 traz a validação de um método alternativo para o sequenciamento de amostras 

de baixa densidade microbiana, inspirado na dificuldade de se obter dados metataxonômicos de qualidade para a 

caracterização da microbiota do trato respiratório inferior de leitões no Capítulo 2. 

5.2 Coleta de amostras 

Todas as coletas foram realizadas de acordo com o Protocolo de Uso de Animais 

para Experimentação aprovado pela CEUA/UFRGS, nº 33558. A coleta de fezes foi 

realizada diretamente da ampola retal dos animais e as amostras foram mantidas 

refrigeradas até o isolamento de DNA. As amostras de tecido de ceco e pulmão foram 

coletadas de animais imediatamente após o abate. Fragmentos de 40 mg de pulmão foram 

seccionados e mantidos refrigerados até o isolamento de DNA. Concomitantemente, 

fragmentos de 20 mg de ceco e pulmão foram seccionados e lavados com PBS 1X e 
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armazenados respectivamente em 500 μL de TRIzol (Invitrogen, Massachusetts, EUA) a 

-80 ºC até isolamento de RNA. Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em 

tubos contendo 3,2% de citrato e centrifugadas a 3,000 x g por 30 min a 4 ºC, para a 

separação das células brancas, que foram então lavadas com PBS 1 X até completa 

remoção das hemácias e armazenadas em 250 μL de TRIzol (Invitrogen, Massachusetts, 

EUA) a -80 ºC até o isolamento de RNA. 

5.3 Extração de ácidos nucleicos 

O DNA metagenômico total das amostras de fezes foi isolado através de DNeasy 

PowerSoil kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as instruções do fabricante. Para o 

isolamento do DNA metagenômico total das amostras de pulmão, foi realizado um pré-

tratamento para otimizar a extração através da maceração com micropistilo em 200 μL de 

PBS 1X, e digestão enzimática com 1 mg de lisozima (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) a 

37 ºC por 90 min, e com 0,2 mg de proteinase K (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA) a 65 ºC por 90 min. Em paralelo, foi realizada a extração de uma 

blank community para a posterior descontaminação das bibliotecas amostrais de possíveis 

contaminantes provenientes dos reagentes e do processo de extração. Os DNA extraídos 

tiveram sua qualidade aferida através de espectrofotômetro NanoDrop™ 2000 (Thermo 

Fischer Scientific, Massachusetts, EUA), e foram quantificados através do fluorômetro 

Qubit 2.0 (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) utilizando os kits Qubit™ 

dsDNA BR e Qubit™ dsDNA HS (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA). 

Para o isolamento de RNA total, foi adicionado um volume de TRIzol (Invitrogen, 

Massachusetts, EUA) às amostras de células brancas, ceco e pulmão, e seguiu-se o 

protocolo de extração orgânica. Uma etapa de maceração com o auxílio de micropistilo e 

nitrogênio líquido foi realizada previamente à extração para as amostras de ceco e 

pulmão. A integridade dos RNA extraídos foi verificada em eletroforese em gel de agarose 

1%, e a qualidade e quantificação foram aferidas através de espectrofotômetro 

NanoDrop™ 2000 (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA). Apenas RNA 

íntegros e com razão entre absorbâncias 260 nm e 280 nm adequadas (A260/280 =1.8-2.0) 

seguiram para as análises subsequentes. 
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5.4 Identificação molecular de fatores de virulência de Escherichia coli 

enterotoxigênica em amostras de fezes 

Cinco fatores de virulência marcadores de ETEC que acometem suínos foram 

investigados, utilizando primers previamente descritos para as enterotoxinas STa, STb e 

LT, e as adesinas fimbriais F4 e F5 (Tabela 3) (BOERLIN et al., 2005). As reações em 

cadeia da polimerase (PCR) singleplex foram realizadas em 25 µL contendo 1 X de 

tampão, 0,2 mM dNTP, 2,0 mM MgSO4, 0,2 µM de cada primer, e 1 U de Taq DNA 

Polymerase recombinant (Invitrogen, Massachusetts, EUA); e as condições de ciclagem 

incluíram uma desnaturação inicial a 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C 

por 30 s e 72 °C por 30 s, e uma extensão final a 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. Os animais foram considerados 

ETEC+ quando detectado pelo menos um dos genes investigados, e ETEC- quando 

negativos para todos os genes investigados. 

Tabela 3 – Lista de primers utilizados nas reações de PCR para a detecção de 

marcadores de virulência de Escherichia coli enterotoxigênica em amostras de fezes 

de suínos. 

Fator  Descrição  Gene  ID Sequência (5'-3') 
Fragmento 

(pb) 

F4  Adesina fimbrial K88  fae  
F4-L GTTGGTACAGGTCTTAATGG 

499 
F4-R GAATCTGTCCGAGAATATCA 

F5  Adesina fimbrial K99  fan  
F5-L AATACTTGTTCAGGGAGAAA 

230 
F5-L AACTTTGTGGTTAACTTCCT 

LT  Enterotoxina termolábil  eltAB  
LT-L GGCGTTACTATCCTCTCTAT 

272 
LT-R TGGTCTCGGTCAGATATGT 

STa  
Enterotoxina 

termoestável A  
estA  

STa-L CAACTGAATCACTTGACTCTT 
158 

STa-R TTAATAACATCCAGCACAGG 

STb  
Enterotoxina 

termoestável B  
estB  

STb-L TGCCTATGCATCTACACAAT 
113 

STb-R CTCCAGCAGTACCATCTCTA 

pb: pares de base amplificados com o conjunto de primers 

5.5 Amplificação da região V4 do gene 16S-rDNA e sequenciamento de nova geração 

(NGS) 

Para a caracterização de microbiota bacteriana intestinal e pulmonar dos animais 

investigados, a região V4 do gene 16S-rDNA foi amplificada empregando os primers 

515F 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ e 806R 5’-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ (KOZICH et al., 2013) já acoplados às sequências 

de adaptadores da plataforma Illumina na região 5’ de cada primer. As reações de PCR 
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foram realizadas em 50 µL contendo 1 X de tampão, 0.2 mM dNTP, 2.0 mM MgSO4, 0.5 

µM de cada primer, 1 U de Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, 

Massachusetts, EUA), e 12,5 ng de DNA metagenômico; e as condições de ciclagem 

incluíram uma desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C 

por 30 s e 72 °C por 30 s, e uma extensão final a 72 °C por 3 min. Os produtos de PCR 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e enviados para o 

sequenciamento pair-end 2 x 250 bp pela plataforma Illumina MiSeq (MS-102-2003 

MiSeq® Reagent Kit v2, 500 ciclos). 

5.6 Análises in silico da microbiota bacteriana intestinal e pulmonar de suínos 

carreadores e não-carreadores de Escherichia coli enterotoxigênicas 

A microbiota bacteriana intestinal e pulmonar dos suínos investigados foi 

analisada através de um script desenvolvido por nosso grupo (DE CARLI et al., 2021). 

Brevemente, a qualidade das reads brutas foi analisada com o software FastQC v.0.11.9 

(ANDREWS, 2010) e sequências curtas (<80 nt) ou de baixa qualidade (Phred<30) foram 

removidas através do software Trimmomatic (BOLGER et al., 2014). As reads filtradas 

seguiram para análise no software QIIIME2 v.2020.2 (ESTAKI et al., 2020) com o pacote 

DADA2 (CALLAHAN et al., 2016) para o pareamento de reads, remoção de quimeras e 

agrupamento de variantes de sequência amplificada (ASV). A afiliação taxonômica foi 

realizada com base no banco de dados SILVA 138.1 v.2022 (classificador silva-138-99-

515-806-nb-classifier.qza) (QUAST et al., 2012). 

As análises subsequentes foram realizadas no RStudio v.2021.09.0 (RSTUDIO 

TEAM, 2015), incluindo a remoção de sequências provenientes de eucariontes, arqueas, 

cloroplastos e mitocôndrias através do pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013), 

e, quando necessário, a descontaminação das bibliotecas amostrais com base na biblioteca 

da blank community através do pacote microDecon (MCKNIGHT et al., 2019). 

Posteriormente, foram utilizados os pacotes ANCOM-BC (LIN; PEDDADA, 2020), 

dysbiosisR (SHETTY, 2022), eulerr (LARSSON, 2022), ggpicrust2 (YANG et al., 2023), 

ggplot2 (WICKHAM, 2016), microbiome and microbiomeutilities (LAHTI et al., 2017), 

microbiomeMarker (CAO et al., 2022), ranacapa (KANDLIKAR et al., 2018) e vegan 

(OKSANEN et al., 2017) para a realização de análises de qualidade do sequenciamento, 

diversidade e composição das comunidades, e elaboração de gráficos para a visualização 

dos dados.  



38 

 

5.7 Perfil de expressão gênica sistêmica e local de marcadores do sistema imune de 

suínos carreadores e não-carreadores de Escherichia coli enterotoxigênica 

Um total de 11 marcadores do SI de suínos foram selecionados para avaliar os 

impactos da presença de ETEC na expressão gênica de alvos locais (no ceco e pulmão) e 

sistêmicos (células brancas): IL1B, IL4, IL6, IL10, IL22, TNF, MUC2, TFF2, CD36, 

DEGB1 e PMAP-36. O gene codificador de β-actina (ACTB) foi utilizado como referência 

para a análise. Para estes alvos, foram construídos primers específicos (Tabela 4). 

A partir de RNA das amostras de células brancas, ceco e pulmão, foi realizada a 

síntese de DNA complementar (cDNA) através de reações de transcrição reversa (RT) 

usando o kit Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 

(MMLV; Invitrogen, Massachusetts, EUA), empregando 500 ng de mRNA e primers 

Oligo(dT)12–18 (Invitrogen, Massachusetts, EUA). As reações de PCR quantitativa 

(qPCR) foram realizadas pelo equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) empregando PowerUp 

SYBR Green Master mix (Applied Biosystem, Massachusetts, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante para 10 µL de reação contendo 10 ng de cDNA. Após a ciclagem, 

foi realizada análise da curva de dissociação para a verificação da especificidade e pureza 

dos produtos amplificados (Tabela 4). Cada amostra biológica foi testada em triplicata 

técnica.  

O nível de expressão gênica dos alvos analisados foi determinado em cada sítio e 

normalizado de acordo com a expressão do gene de referência ACTB. A expressão relativa 

de cada alvo foi calculada pelo método PFFAFL (PFFAFL, 2001), considerando o valor 

de eficiência dos primers determinado pelo software RDML-LinRegPCR (Untergasser et 

al., 2021). Para comparar os níveis de expressão relativa dos alvos nos grupos ETEC- e 

ETEC+, foram realizadas análises estatísticas no software GraphPad Prism v.7 através de 

ANOVA com teste Tukey ou Kruskal-Wallis com teste Dunn para comparações múltiplas 

(p<0.05) para dados paramétricos e não-paramétricos, respectivamente.  
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Tabela 4 – Lista de primers utilizados em RT-qPCR para análise da expressão gênica relativa de marcadores do sistema imune de suínos. 

Alvo Gene Gene ID Função Sítios alvo Sequência (5'-3') 
Fragmento 

(pb) 

Eficiência 

dos 

primers* 

β-actina ACTB 414396 Gene normalizador 
Intestino, pulmão, 

sistêmico 

f: GCAGAAGGAGATCACG 
123 1,638 

r: TGCTGGAAGGTGGACAG 

Interleucina 1 

beta 
IL1B 397122 

Citocina pró-inflamatória, proliferação e 

diferenciação celular; mediador da resposta 

inflamatória; ativação de macrófagos 

Intestino, sistêmico 

f: CACACTAGGGTCACTGGC 

142 1,843 
r: ATCTTTCACAGACACTGCT 

Interleucina 4 IL4 397225 

Citocina anti-inflamatória, indução do 

recrutamento de eosinófilos, estímulo às células 

produtoras de muco; estímulo à produção de 

anticorpos pelos linfócitos B; perpetuação e 

ativação de mastócitos 

Pulmão, sangue 

f: GCACATCTACAGACACCACA 

152 1,888 
r: CCTTCATAATCGTCTTTAGCCT 

Interleucina 6 IL6 399500 
Citocina pró-inflamatória, estímulo da resposta 

imunológica; proliferação e diferenciação celular 
Intestino 

f: TGGGTTCAATCAGGAGAC 
185 1,712 

r: TGGTGGCTTTGTCTGGAT 

Interleucina 10 IL10 397106 
Citocina anti-inflamatória, inibição da produção 

de citocinas; manutenção da homeostase celular 

Intestino, pulmão, 

sistêmico 

f: TGAGGTATCAGAGGTAATAAATATC 
143 1,847 

r: CCAGGATGACGACTCTACTAAAC 

Interleucina 22 IL22 595104 
Citocina, estímulo à produção de defensinas; 

reparo de tecidos 
Pulmão 

f: CAAGCGTGAAGGTGCGGTT 
167 1,576 

r: GCGGACATCTGGGAGC 

Fator de 

necrose 

tumoral 

TNF 397086 Citocina pró-inflamatória, indução de apoptose 
Intestino, pulmão, 

sistêmico 

f: CACCACGCTCTTCTGC 

170 1,844 
r: GCTGTCCCTCGGCTTTGAC 

Mucina 2 MUC2 100127145 
Proteína secretora de mucina, proteção contra 

danos físicos e químicos 
Intestino 

f: ACAGACAGGTGGTGGCG 
129 1,828 

r: GGACAGAGAAGGAGAGGC 

Fator trefoil 2 TFF2 397420 
Peptídeos reparadores, inibição da motilidade 

intestinal; inibição da secreção gástrica 
Intestino 

f: GGGTCAACTGCGGATTC 
127 1,835 

r: CACTCCTCAGACTCTTGC 

CD36 CD36 733702 
Glicoproteína de membrana, presente em 

fagócitos; internalização de células apoptóticas 
Intestino 

f: GAGCGAGCCAGAGATTG 
139 1,828 

r: GTTCATTTACGGTTGAGAGA 

Defensina beta 

1 
DEFB1 396819 

Peptídeo citotóxico, ação constitutiva no sistema 

de defesa do hospedeiro; ação antimicrobiana 
Pulmão 

f: CACCAGCCACCAGCAT 
128 1,818 

r: ACACACGCCTTTATTCCTTA 

Peptídeo 

antibacteriano 
PMAP-36 100170124 Peptídeo antimicrobiano, ação antimicrobiana Pulmão 

f: CAGAGTGTTGGACGATTTAG 
160 1,852 

r: CAGAGCAGGCATATTTAGG 

pb: pares de base amplificados com o conjunto de primers 

*calculada pelo software RDML-LinRegPCR (Untergasser et al., 2021)     
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6 RESULTADOS 

Tendo em vista os objetivos desta Tese, os resultados obtidos estão apresentados e são 

discutidos no formato de artigos científicos. Esta Tese conta com três Capítulos, cada um 

representado um artigo científico:  o Capítulo 1 avalia o efeito de ETEC na microbiota intestinal 

e na transcrição de marcadores locais do SI de suínos em diferentes fases de desenvolvimento; 

o Capítulo 2 investiga o impacto de ETEC na dinâmica do eixo intestino-pulmão em leitões na 

fase de creche, considerando seu potencial de modulação da microbiota e da transcrição de 

marcadores locais e sistêmicos do SI nestes sítios; e o Capítulo 3 apresenta um método 

alternativo para o preparo e sequenciamento de amostras de baixa densidade microbiana. 
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7 CAPÍTULO 1 – Efeito de Escherichia coli enterotoxigênica na modulação da microbiota 

intestinal e na expressão gênica de marcadores do sistema imune de suínos em diferentes 

fases de desenvolvimento 

Carrier state of enterotoxigenic Escherichia coli virulence markers in pigs: effects on gut 

microbiota modulation and immune markers transcription 

Visando elucidar o papel de ETEC na modulação da microbiota intestinal e na expressão 

gênica de marcadores do SI em suínos portadores de ETEC assintomáticos, foi elaborado o 

presente Capítulo, sendo apresentado na forma de artigo científico. A formatação utilizada a 

seguir segue os critérios da revista científica em que o trabalho foi submetido e se encontra 

atualmente em revisão. O material suplementar deste manuscrito está disponível no 

APÊNDICE A desta Tese. 

A participação de Gabriela Merker Breyer inclui: 

● Participação no desenho experimental; 

● Seleção e desenho dos alvos do SI de suínos empregados nas reações de RT-

qPCR; 

● Execução da etapa experimental, incluindo extração de ácidos nucleicos, 

aferição da qualidade e quantificação dos DNA e RNA, PCR para amplificação 

de 16S-rDNA (V4), síntese de cDNA e reações de RT-qPCR; 

● Execução da etapa in silico de análise dos dados metataxonômicos; 

● Análises estatísticas dos dados gerados; 

● Elaboração das figuras; 

● Interpretação e discussão dos resultados obtidos; 

● Escrita do artigo científico. 
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8 CAPÍTULO 2 – Dinâmica do eixo intestino-pulmão em leitões portadores de Escherichia 

coli enterotoxigênica  

Enterotoxigenic Escherichia coli as a modulator of gut-lung microbiota and immune 

response in piglets 

Com o objetivo de elucidar a dinâmica do eixo intestino-pulmão em leitões portadores 

de ETEC – assintomáticos ou diarreicos –, foi elaborado o presente Capítulo, apresentado em 

forma de artigo científico. A formatação utilizada segue os critérios da revista científica a qual 

o trabalho foi submetido e se encontra atualmente em revisão. O material suplementar deste 

manuscrito está disponível no APÊNDICE B desta Tese. 

A participação de Gabriela Merker Breyer inclui: 

● Participação no desenho experimental; 

● Seleção e desenho dos alvos do SI de leitões empregados nas reações de RT-

qPCR; 

● Execução da etapa experimental, incluindo extração de ácidos nucleicos, 

aferição da qualidade e quantificação dos DNA e RNA, PCR para amplificação 

de 16S-rDNA (V4), síntese de cDNA e reações de RT-qPCR; 

● Execução da etapa in silico dos dados metataxonômicos; 

● Análises estatísticas dos dados gerados; 

● Elaboração das figuras; 

● Interpretação e discussão dos resultados obtidos; 

● Escrita do artigo científico. 
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9 CAPÍTULO 3 – Desenvolvimento e validação de método alternativo para o 

sequenciamento por amplicon de amostras com baixa densidade microbiana 

Alternative amplicon-PCR protocol for maximizing bacterial and fungal sequencing in low-

biomass samples 

Em virtude das dificuldades enfrentadas no Capítulo 2 para o sequenciamento do gene 

16S-rDNA de amostras de pulmão, bem como nas enfrentadas em outras amostras de sítios com 

baixa densidade microbiana em outros projetos do grupo de pesquisa, surgiu a ideia de 

desenvolver um método alternativo que permitisse a análise destes sítios. Portanto, foi 

elaborado o presente Capítulo, que está apresentado na forma de artigo científico. O trabalho 

foi publicado em 23 de dezembro de 2023 na revista científica Analytical Biochemistry (Fator 

de Impacto: 2.219; Qualis A2) sob digital object identifier (DOI): 10.1016/j.ab.2023.115449. 

A participação da aluna Gabriela Merker Breyer inclui: 

● Idealização da metodologia proposta; 

● Participação no desenho experimental; 

● Execução da etapa experimental, incluindo extração de ácidos nucleicos, 

aferição da qualidade e quantificação dos DNA e PCR para amplificação de 16S-

rDNA (V4) e ITS. 

● Execução da etapa in silico dos dados metataxonômicos; 

● Análises estatísticas dos dados gerados; 

● Elaboração das figuras; 

● Interpretação e discussão dos resultados obtidos; 

● Escrita do artigo científico. 
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10 CONCLUSÃO 

Com o avanço de ferramentas de sequenciamento de alto desempenho, os estudos 

metataxonômicos se tornaram parte ativa dos avanços na saúde humana e animal, auxiliando 

no melhor entendimento da interação patógeno-hospedeiro e contribuindo para a Medicina 

Veterinária Preventiva. Partindo desta premissa, o presente trabalho empregou técnicas de 

biologia molecular, incluindo NGS e RT-qPCR, para elucidar como o patógeno gastrintestinal 

ETEC interage com suínos portadores, considerando seu potencial de modulação da microbiota 

e da resposta imune do hospedeiro. 

Os dados obtidos através desta abordagem demonstraram que a presença de ETEC reduz 

a diversidade das comunidades bacterianas que habitam o TGI e direcionam para uma condição 

de disbiose em animais diarreicos e assintomáticos. Os efeitos da modulação da microbiota 

intestinal por ETEC também afetam a imunidade de mucosa, tendo sido observada a expressão 

diferencial de genes marcadores de resposta imune em suínos portadores. Tais observações não 

se limitam ao TGI, sendo também observadas no trato respiratório dos animais analisados e, 

com isso, comprovando a existência de redes de interação no eixo intestino-pulmão em suínos. 

Por fim, este trabalho também propõe um método alternativo para o sequenciamento 

por amplicon de amostras com baixa densidade microbiana, idealizado frente às dificuldades 

enfrentadas durante a análise metataxonômica de amostras de pulmão suíno. Através do 

meétodo aqui proposto, foi possível obter dados de qualidade e sem viés para a caracterização 

do trato respiratório de suínos, bem como auxiliou diversos outros estudos realizados pelo grupo 

de pesquisa. 

  



 

45 

 

11 IMPACTO SOCIAL E CIENTÍFICO DOS RESULTADOS DESTA TESE 

Os efeitos de ETEC na microbiota e sistema imune de suínos portadores, mesmo que 

sem manifestação de sinais clínicos, primordialmente salientam a importância do 

monitoramento de ETEC nas granjas suinícolas considerando seu impacto na imunidade de 

mucosa dos animais e eventual favorecimento de infecções oportunistas no TGI e trato 

respiratório. Como a atividade suinícola pode sofrer grandes impactos econômicos em casos de 

infecções oportunistas, os resultados obtidos auxiliarão na redução destas infecções e 

consequentemente de perdas econômicas.  

Ademais, esta Tese contribui para a comunidade científica por elucidar a dinâmica do 

eixo intestino-pulmão em leitões, que ainda é pouco explorado na área veterinária. A abordagem 

de análise metataxonômica realizada para o entendimento deste eixo pode ser empregada não 

apenas para patógenos intestinais, mas em diversos outros cenários vivenciados na suinocultura.  

Não obstante, esta Tese propõe um método alternativo para o sequenciamento por 

amplicon de amostras com baixa densidade microbiana, que pode ser aplicada em diferentes 

áreas para mitigar as dificuldades relacionadas a sítios de difícil recuperação de material 

genético fúngico ou bacteriano, possibilitando assim a caracterização da microbiota de sítios 

antes desconhecidos ou até mesmo considerados estéreis. 

Sobretudo, esta Tese destaca como as metodologias metataxonômicas podem ser 

empregadas em pesquisa na área veterinária, com o intuito enriquecer o conhecimento atual 

sobre a patogenia de doenças e a dinâmica patógeno-hospedeiro e contribuir para a Medicina 

Veterinária Preventiva. 
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