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Resumo — Avaliou-se a frequéncia dos genes de fimbrias (K88, K99, 987P, F18 e F41) e toxinas (Stb,
STaP, LT e Stx2e) de isolados de E. coli de casos clinicos de diarreia em leitbes de varias faixas
etarias utilizando a técnica de PCR multiplex. Foram testadas 214 amostras de E. coli isoladas de
leitBes provenientes da regido sul do Brasil, sendo 92 (43%) positivas para pelo menos um fator de
viruléncia. Dessas, 27 (29,3%) amostras apresentaram somente genes de toxinas, 2 (2,2%) somente
genes de fimbrias e 63 (68,5%) foram positivas para genes de fimbria e toxina. A atividade hemolitica
foi testada em 137 isolados, sendo 48 (35,04%) hemoliticos e associada com a presenca dos fatores
STh, STaP, Stx2e, LT, F18 ¢ K88 (p<0,05). Ainda, foi avaliado o padrdo de resisténcia das cepas
patogénicas pela técnica de difusdo em disco frente ao ceftiofur, ciprofloxacina, enrofloxacina,
marbofloxacina, norfloxacina, colistina, estreptomicina, gentamicina, neomicina, florfenicol,
fosfomicina, lincomicina + espectinomicina e tetraciclina. O resultado do teste de sensibilidade
demonstrou que 75,5% dos isolados de E. coli patogénicos apresentaram multirresisténcia.
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DETECTION OF VIRULENCE FACTORS AND ANTIMICROBIAL RESISTENCE
EVALUATION OF ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM PIGLETS WITH
DIARRHOEA

Abstract — The frequency of virulence genes for fimbrial adhesions (K88, K99, 987P, F18 and F41)
and toxins (Stb, STaP, LT and Stx2e) of E. coli strains isolated from diarrheic piglets from different
ages by multiplex PCR assay was studied. Ninety two out of 214 studied samples (43%) were positive
for at least one tested virulence factor. Out of these, 27 samples (29.3%) had genes for toxins only, 2
(2.2%) samples just fimbria genes and 63 (68.5%) contained fimbria and toxins genes. Out of 137
samples, 48 (35.04%) had haemolytic activity and was associated with Stb, STaP, Stx2e, LT, F18 and
K88 virulence factors. Disk diffusion in vitro antimicrobial sensitivity test demonstrated that 75.5% of
pathogenic E. coli strains were multirresistence.
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Introdugdo — A colibacilose é uma importante enfermidade entérica com impacto significativo na
suinocultura. Escherichia coli enteropatogénica destaca-se por sua prevaléncia em leitdes de diferentes
faixas etérias, principalmente neonatos, cursando com diarreias e morte (WILLINGER, 1981). Wilson
& Francis (1986) e Casey et al. (1992) descreveram cinco principais tipos de fimbrias: K88, K99,
987P, F18 e F41 em isolados de E. coli toxigénicas de origem suina. Essas possibilitam a aderéncia
das bactérias a receptores especificos da superficie dos enterdcitos, permitindo que estas secretem
toxinas envolvidas no processo de diarreia. O uso indiscriminado de antimicrobianos para controle da
colibacilose pode resultar na selecdo de bactérias resistentes, 0 que acarreta na baixa eficiéncia dos
antimicrobianos e na maior necessidade de prevenir a presenca de residuos em produtos de origem
animal para o consumo humano (BARCELLOS et al., 2012). O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade hemolitica, presenca de fatores de viruléncia (fimbrias e toxinas) e o padrdo de
resisténcia aos antimicrobianos em isolados de E. coli obtidas de leitbes com diarreia.



Material e Métodos - Neste estudo foram utilizados 214 isolados de E. coli referentes a diagnosticos
clinicos de diarreias em leitdes nas fases de maternidade, creche e recria/terminacdo. Os isolados
foram identificados como E. coli pelas caracteristicas fenotipicas descritas por Quinn et al. (2011). A
atividade hemolitica da bactéria foi observada ao cultivo em &gar sangue (5%). A pesquisa de genes
que expressam fimbrias (F18, K88, F41 e 987P) e toxinas (STh, StaP, K99, LT e Stx2e) foi realizada
pela técnica de PCR multiplex descrita por Casey & Bosworth, (2009), utilizando o Multiplex PCR kit
(Qiagen®) para amplificacdo. Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados em agar
Mueller-Hinton pela técnica de difusdo em disco e os critérios de interpretacdo foram obtidos
conforme CLSI M31A2. Os antimicrobianos testados foram: ceftiofur, ciprofloxacina, enrofloxacina,
marbofloxacina, norfloxacina, colistina, estreptomicina, gentamicina, neomicina, florfenicol,
fosfomicina, lincomicina + espectinomicina e tetraciclina. Para avaliar a associa¢éo entre a atividade
hemolitica bacteriana e fator de viruléncia, foi aplicado o teste exato de Fisher. O mesmo teste foi
utilizado para avaliar a associagdo entre a ocorréncia do fator de viruléncia e a multirresisténcia a
antimicrobianos. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados e Discussao — Do total de 214 isolados, 92 (43%) apresentaram pelo menos um dos genes
relacionado a fatores de viruléncia. Destas, 27 (29,3%) isolados apresentaram somente genes de
toxinas, duas (2,2%) somente genes de fimbrias e 63 (68,5%) apresentaram genes de fimbria e toxina.
No estado de Minas Gerais, Macédo et al. (2007) encontraram indices de 16,6%, 28,6% e 54,8%,
respectivamente. A frequéncia dos fatores de viruléncia por faixa etaria dos leitbes estdo demonstrados
na Tabela 1, na qual observa-se maior frequéncia do gene Stb (88%) e StaP (76%), corroborando com
0 estudo de Costa et al. (2006) que encontraram 74% do gene Stb. A atividade hemolitica foi testada
em 137 isolados, sendo 48 (35,04%) hemoliticos e 89 (64,96%) ndo hemoliticos. Destas, 34 (70,83%)
e 17 (19,10%) isolados apresentaram pelo menos um fator de viruléncia com diferenca estatistica
(p<0,0001), respectivamente. Quando discriminado cada fator de viruléncia, a atividade hemolitica foi
associada com a presenga de STb, STaP, Stx2e, LT, FI18 e K88 (p<0,05). Sato (2013) encontrou
47.4% de isolados beta hemoliticos e foram associados com F4, F18, StaP e Stx2e. Foi avaliada a
sensibilidade antimicrobiana em 49 isolados, positivos para fatores de viruléncia, sendo 36 (80%)
hemoliticos. Este teste demonstrou que o ceftiofur (87,8%), colistina (86,7%) e fosfomicina (88,4%)
foram as drogas de melhor eficacia sobre cepas virulentas de E. coli (Figura 1). Observa-se também
um alto indice de resisténcia (83,3%) ao florfenicol, diferente do encontrado por Costa et al. (2006) e
Macédo et al. (2007) que relataram sensibilidade de 81,1% e 89,47% em casos clinicos de diarreia,
respectivamente. Dentre os isolados analisados neste estudo, 75,5% apresentaram resisténcia a pelo
menos 3 classes de antibi6ticos, indicando multirresisténcia (SCHWARZ et al., 2010). Ndo foi
observada associacao (p>0,05) entre a presenca dos fatores de viruléncia com a ocorréncia de isolados
multirresistentes. Essa alta ocorréncia de isolados de E. coli multirresistentes circulando nos rebanhos
de suinos, independentemente da presenga ou ndo de fatores de viruléncia, pode acarretar na
transferéncia de genes entre isolados patogénicos e ndo patogénicos por transmissdo horizontal
(Roberts, 2005).

Conclusdes — Com esses resultados, fica evidente a presenca elevada de isolados de E. coli
patogénicos, caracterizados pela presenca de atividade hemolitica e de fatores de viruléncia de
fimbrias e toxinas, em rebanhos de suinos com problemas de diarreias em leitdes, principalmente na
fase de maternidade. Ainda, foi demonstrada uma alta porcentagem de isolados resistentes e
multirresistentes aos principais antimicrobianos utilizados, principalmente a tetraciclina,
estreptomicina e florfenicol. Isto demonstra a necessidade de melhorar o controle desse agente com a
adogdo de melhores préticas de producdo dando énfase no uso racional de antimicrobianos.
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Figura 1 - Porcentagem de isolados resistentes a antimicrobianos.
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Tabela 1 - Distribuicdo e frequéncia de fatores de viruléncia de Escherichia coli enteropatogénica
isolada de leitGes com diarreias por faixa etaria.

Fatores de Recria/

. . Maternidade Creche . Sem informacéo
Viruléncia Terminacao
K88 13 (50%) 3 (25%) 0 15 (33,3%)
K99 1 (3,8%) 0 1(11,1%) 1(2,2%)
987P 0 0 0 0
F18 1 (3,8%) 3 (25%) 7 (77,8%) 20 (44,4%)
F41 0 0 2 (22,2%) 2 (4,4%)
Stb 24 (92,3%) 10 (83,3%) 6 (66,7%) 41 (91,1%)
STaP 14 (53,8) 11 (91,7% 7 (77,8%) 38 (84,4%)
LT 12 (46,2%) 8 (66,7%) 0 19 (42,2%)
Stx2e 2 (7,7%) 3 (25%) 3 (33,3%) 12 (26,7%)
Total 26 (100%) 12 (100%0) 9 (100%) 45 (100%)




