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RESUMO

MONGER, S. G. B. Identificagdo molecular e resisténcia antimicrobiana de Escherichia
coli patogénicas e Salmonella sp. isoladas de suinos criados no Estado do Para. 2019. 90 f.
Tese (Doutorado em Salde e Producdo Animal na Amaz6nia, Universidade Federal Rural da
Amazonia, 2019).

Na regido Norte, a suinocultura caracteriza-se como fonte complementar de renda, e com pouca
atencdo aos cuidados higiénico-sanitarios, o que favorece as infec¢bes bacterianas entéricas
responsaveis por grande impacto na suinocultura e algumas na salude coletiva. No ecossistema
amazonico, pouco se conhece a respeito de enterobactérias em suinos destinados ao abate. Deste
modo, objetivou-se investigar a ocorréncia de Escherichia coli patogénicas e Salmonella sp.
em suinos criados no Estado do Pard, determinar os fatores de risco, além de verificar o perfil
de resisténcia a antimicrobianos das cepas patogénicas. Foram colhidas 200 amostras de fezes
(swab retal) de suinos procedentes de 15 propriedades localizadas na Mesorregido
Metropolitana de Belém e do Nordeste Paraense e processadas no Laboratério de
Enterobactérias do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, PA. Para isolamento de E. coli, as
amostras foram semeadas nos caldos EC e GN, incubadas e a seguir semeada em Agar
MacConkey. As colbnias suspeitas foram identificadas em TSI (Triple Sugar Iron Agar) para
posterior caracterizacdo bioquimica. A caracterizacdo do patotipo foi realizada a partir da
amplificacdo através da técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) Multiplex. Para o
isolamento de Salmonella sp., amostras foram inoculadas nos caldos de enriquecimento
Selenito Cistina e Rappaport e, apds incubagdo, foram semeadas nos meios de cultura seletivos-
indicadores Salmonella-Shigella (SS) e em &gar Xilose-Lisina-Descarboxilato (XLD). Col6nias
suspeitas foram identificadas em TSI para posterior identificacdo bioquimica e confirmados por
PCR. A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados foi avaliada utilizando o
sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMérieux). Os dados foram tabulados e avaliados
através de software estatistico Statistical Analysis System (SAS, 2019), utilizando-se o teste
estatistico qui-quadrado (y?) com nivel de significAncia de 5%. Para determinar os fatores de
risco, os resultados das fichas foram tabulados e o teste odds ratios utilizado para cada variavel
investigada, calculadas considerando como varidvel dependente o status do animal (positivo ou
negativo) para a bactéria patogénica. Das 200 amostras de suabes fecais, 40,5% apresentaram
E. coli patogénicas isoladas e identificadas pela PCR, destas, 26% de E. coli enteropatogénicas
(EPEC), 11% E. coli enterohemorrégicas (EHEC), 11% E. coli enteroinvasoras (EIEC), alem
de 3% (6/200) com Salmonella sp.. Em relacdo aos fatores de risco pesquisados, somente a
presenca de outras espécies animais e o material dos galpbes do tipo madeira foram
considerados estatisticamente significativos. Entre os isolados de E. coli considerados
patogénicos, 72,62% demonstraram sensibilidade para todos os antimicrobianos testados,
27,38% resisténcia para pelo menos 1 antimicrobiano testado e 26,19% das amostras
apresentaram multirresisténcia. As maiores resisténcias foram para Ampicilina (22,62%),
Trimetoprim Sulfametoxazol (19,04%), Cefalotina (16,66%) e Acido nalidixico (13,09%).
Ademais, 7,14% para Ciprofloxacina, 5,95% para Cefuroxima, 3,57% para Nitrofurantoina,
2,38% para Ceftriaxona, para Norfloxacina e para Amoxilina e 1,9% para Ertapenem. Deste
modo, foi possivel verificar a ocorréncia de E. coli patogénicas e Salmonella sp. em suinos
criados no Estado do Parg; chamando aten¢&o a heterogeneidade dos animais acometidos. Além
disso, observou-se resisténcia dessas cepas patogénicas surgindo uma grande preocupacéo a
respeito da selecdo de genes de resisténcia em bactérias presentes na microbiota de animais
utilizadas como fonte de alimento.

Palavras chaves: Enteropatdgenos. Suinos. Resisténcia antimicrobiana. Estado do Para.



ABSTRACT

MONGER, S. G. B. Molecular identification and antimicrobial resistance of pathogenic
Escherichia coli and Salmonella sp. isolated from swines raised in the State of Para. 2019.
90 f. Thesis (Doctorate degree in Health and Animal Breeding in Amazoénia, Federal Rural
University of Amazon, 2019).

In the northern region, pig farming is characterized as a complementary source of income, and
with little attention to hygienic-sanitary care, which favors enteric bacterial infections that have
a great impact on pig farming and some on collective health. In the Amazonian ecosystem, little
iIs known about enterobacteria in slaughter pigs. Thus, the objective was to investigate the
occurrence of pathogenic Escherichia coli and Salmonella sp. in pigs raised in the State of Para,
to determine the risk factors, besides verifying the antimicrobial resistance profile of pathogenic
strains. 200 swine fecal swab samples were collected from 15 farms located in the Metropolitan
Mesoregion of Belém and Northeast Paraense and processed at the Evandro Chagas Institute
Enterobacterial Laboratory, Ananindeua, PA. For E. coli isolation, samples were sown in EC
and GN broths, incubated and then seeded on MacConkey Agar. Suspected colonies were
identified on TSI (Triple Sugar Iron Agar) for further biochemical characterization. The
characterization of the pathotype was performed from amplification by PCR (Polymerase Chain
Reaction) Multiplex technique. For isolation of Salmonella sp., Samples were inoculated into
the Selenite Cystine and Rappaport enrichment broths and, after incubation, were sown in the
selective culture media-indicators Salmonella-Shigella (SS) and on Xylose-Lysine-
Descarboxylate (XLD) agar. . Suspicious colonies were identified on TSI for later biochemical
identification and confirmed by PCR. The susceptibility to antimicrobial agents of the isolates
was evaluated using the automated VITEK® 2 Compact system (bioMérieux). Data were
tabulated and evaluated using statistical software Statistical Analysis System (SAS, 2019),
using the chi-square statistical test (x2) with a significance level of 5%. To determine the risk
factors, the results of the records were tabulated and the odds ratios test used for each
investigated variable, calculated considering as dependent variable the animal status (positive
or negative) for the pathogenic bacterium. Of the 200 fecal swab specimens, 40.5% had
pathogenic isolated E. coli identified by PCR, of which 26% enteropathogenic E. coli (EPEC),
11% enterohemorrhagic E. coli (EHEC), 11% E. coli enteroinvasoras (EIEC), in addition to 3%
(6/200) with Salmonella sp .. Regarding the risk factors investigated, only the presence of other
animal species and the material of the wood type houses were considered statistically
significant. Among the E. coli isolates considered pathogenic, 72.62% showed sensitivity for
all tested antimicrobials, 27.38% resistance for at least 1 tested antimicrobial and 26.19% of the
samples showed multidrug resistance. The highest resistances were for Ampicillin (22.62%),
Trimethoprim Sulfamethoxazole (19.04%), Cephalothin (16.66%) and Nalidixic Acid
(13.09%). In addition, 7.14% for Ciprofloxacin, 5.95% for Cefuroxime, 3.57% for
Nitrofurantoin, 2.38% for Ceftriaxone, Norfloxacin and Amoxiline and 1.9% for Ertapenem.
Thus, it was possible to verify the occurrence of pathogenic E. coli and Salmonella sp. in pigs
raised in the state of Pard; calling attention to the heterogeneity of the affected animals. In
addition, resistance of these pathogenic strains was observed and there was a great concern
regarding the selection of resistance genes in bacteria present in the microbiota of animals used
as a food source.

Key words: Enteropathogens. Swine. Antimicrobial resistance. State of Para.
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1 INTRODUCAO

A carne suina é a principal fonte de proteina animal no mundo, superando a carne bovina
e de frango. Embora o mercado interno brasileiro ndo siga este padréo de consumo, o Brasil se
destaca por uma elevada producéo, que atende a demanda interna por produtos processados e a
internacional por carne suina in natura, ocupando o ranking de 4° maior produtor e exportador
mundial e o0 6° em consumo de produtos derivados de suinos (MIELE; MACHADO, 2010;
ABIPECS, 2013).

A suinocultura brasileira tem crescido com tecnificacdo, através do melhoramento
genético, da sanidade e nutri¢do, além da melhoria das instalacfes, e na questdo do bem-estar
animal nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde se concentra a producéo (MIELE et al.,
2011).

Na regido Norte brasileira, por outro lado, a suinocultura ndo tem passado por
incrementos tecnoldgicos, caracterizando-se como producdo de subsisténcia ou fonte
complementar de renda atraveés da comercializacdo regular ou esporadica em mercados
consumidores locais. A expansdo da bovinocultura tem coincidido com um acentuado declinio
do efetivo suino na regido, cada vez mais restrito as propriedades de pequeno porte (GALVAO
et al., 2006; IBGE, 2012). Nestas condicdes, a criacdo é realizada geralmente em pequenas
propriedades em escala familiar, sem acompanhamento técnico e com pouca atencdo aos
cuidados higiénico-sanitarios, criando um ambiente favoravel a disseminacdo de agentes
infecciosos (CARDOSO, 2009; COSTA, 2009).

As infeccdes bacterianas entéricas sao responsaveis por grande impacto na industria de
suinos em todo o mundo, causando aproximadamente 30% das perdas econdmicas na
suinocultura moderna relacionadas a mortalidade, atraso no crescimento, reducéo da eficiéncia
alimentar e nos custos adicionais com tratamento e alimentacdo (BURCH, 2000). Além disso,
alguns patégenos podem ser potencialmente zoon6ticos, representando um risco para saude
coletiva (MENIN et al., 2008).

Entre as principais bactérias associadas a patogénese de enterites em suinos estdo
Escherichia coli, principalmente enterotoxigénica (ETEC) e verotoxigénica (VTEC) e
Salmonella sp. (ZLOTOWSKI et al., 2008; FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

Uma das estratégias mais adotadas para prevenir e controlar essas diversas infecgdes,
entre elas as enterites, tem sido a terapia antimicrobiana. Entretanto, a falta de critérios para o

uso adequado e seguro dos antimicrobianos pode resultar em residuos de antimicrobianos em



produtos de origem animal, & resisténcia bacteriana e a serios riscos a salde coletiva
(BACCARO et al., 2002). Deste modo, surge uma grande preocupagéo a respeito da selecdo de
genes de resisténcia em bactérias presentes na microbiota de animais utilizadas como fonte de
alimento e a possibilidade da transferéncia destes genes para bactérias do trato intestinal
humano.

No Brasil, o Estado do Paré apresenta 788.692 cabecas de suinos (IBGE, 2017), o que
representa 41% da regido Norte, e no que diz respeito ao ecossistema amazo6nico, pouco se
conhece a respeito da ocorréncia desses micro-organismos em suinos destinados ao abate, da
resisténcia a antimicrobianos e fatores de risco aos seres humanos. Deste modo, esta pesquisa
tem por propdsito investigar a ocorréncia de E. coli patogénicas e Salmonella sp. em suinos
criados no Estado do Pard, além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas
patogénicas, a fim de fornecer dados que poderdo ser utilizados para melhor direcionar as

medidas de controle.
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2 CONTEXTUALIZACAO

As enterobacterias sdo responsaveis por agravos a satde animal e humana, sobre o tema
a literatura demonstra total falta de conhecimento acerca desses agentes patogénicos em suinos
criados no Estado do Pard, bem como dos fatores que podem favorecer a infeccéo e ocorréncia
de casos clinicos. Certamente, as questfes ambientais e a falta de manejo sanitario nas criacbes
contribuem para isso. Esses casos sejam clinicos ou subclinicos podem levar a prejuizos
econdmicos e sociais para o Estado.

As infeccbes por E. coli e Salmonella sp. apesar de ser um problema antigo e muito
conhecido em suinocultura, continuam a ser um desafio para os profissionais da area. Além
disso, 0s niveis crescentes de resisténcia observados entre as estirpes virulentas limitam cada vez
mais as op¢des de tratamento.

O elevado uso de antimicrobianos de forma profilatica ou terapéutica em suinos tem
levado a evolugdo de estirpes de bactérias multirresistentes com alta capacidade de transferir
seu material genético e, consequentemente, seus genes de resisténciapara outras estirpes
comensais e patogénicas para humanos e animais. Devido as mudancas constantes no perfil e no
padrdo de multirresisténcia que as enterobacterias sofrem nas criagcdes de suinos, é de grande
importancia, 0 monitoramento das caracteristicas de resisténcia fenotipicas e genotipicas tanto
em agentes patogénicos como em estirpes habituais da microbiota.

Ressalta-se que como nenhuma investigacao ainda foi conduzida no Estado do Para para
determinar a ocorréncia de enterobacterias patogénicas em suinos, o presente estudo propde
determinar o perfil epidemioldgico atual, detectando a presenca dos diferentes patotipos de
Escherichia coli (EPEC, STEC, ETEC, EIEC, EAEC), através de Reacdo em Cadeia
Polimerase (PCR) e Salmonella sp. em amostras de fezes de suinos sem e com sinais de
infeccBes entéricas, criados no Estado do Para, além de avaliar o perfil de resisténcia

antimicrobiana das bactérias patogénicas isoladas;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Escherichia coli

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia compreende as espécies
Escherichia coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii e E. wvulneris (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2016).

As E. coli sdo caracterizadas como bactérias Gram-negativas, anaerdbia facultativa, ndo
esporulada, apresentam-se como bacilos méveis (com flagelos peritriqueos e fimbrias) ou
imdveis, algumas vezes encapsulado, oxidase negativa, capaz de fermentar a glicose e a lactose
com producdo de acidos e gases. Cresce numa grande variedade de meios de cultura, sendo
37°C a temperatura 6tima para crescimento (QUINN et al., 2005).

S&o produtoras de catalase e a maioria de gas. As colbnias apresentam entre 1 a 3 mm
de didmetro, podem ser lisas, convexas, cinzas e com bordas regulares, ou rugosas. O agar
MacConkey é o meio mais utilizado para o isolamento, nele verifica-se col6nias de cor rosa,
além da fermentacdo da lactose, importante caracteristica que a diferencia de outros patdégenos
entéricos, como a Salmonella sp. No &gar sangue, pode-se caracterizar as coldnias hemoliticas e
as mucoides, comuns em casos de diarreia suina (QUINN et al., 2005; FAIRBROTHER;
GYLES, 2012).

A espécie é identificada fenotipicamente através de varias caracteristicas bioquimicas,
como auséncia da enzima citocromo oxidase, positiva para indol, para prova de lisina e na reacdo
de vermelho de metila, negativa na utilizacdo de citrato, reducdo de nitratos, fermentacédo
positiva da glicose, maltose, manose, manitol, xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose,
com producdo de acido e gas; além de auséncia da producdo de H.S, na maioria dos casos
(STROHL et al., 2004; QUINN et al., 2005).

Embora a espécie bovina seja o principal reservatdrio, essas bactérias também ja foram
isoladas a partir das fezes de outros animais domésticos: ovelhas, cabras, cdes, gatos e suinos
(BEUTIN et al., 1993; BERTAO, 2007) e silvestres: bisdes, veados, gaivotas, javali, alce,
coelhos selvagens, ratos, passaros (TRABULSI; SAMPAIO, 1999; KUDVA; STASKO, 2013).

Uma grande variedade de cepas de E. coli ja foi descrita na literatura, sendo a grande
maioria comensais inofensivos constituintes da microbiota intestinal normal de mamiferos
saudaveis, entretanto, existem cepas patogénicas, que ao adquirir fatores de viruléncia

especificos tornam-se responsaveis por amplo espectro de doencas humanas, que compreende
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desde diarreias leves a colite hemorragica, a sindrome hemolitica urémica e a puarpura
trombocitopénica trombdtica (NATARO; KAPER, 1998; PATON; PATON, 1998).

Essas cepas patogénicas tém evoluido e adquirido a capacidade de colonizar,
multiplicar-se e causar danos em ambientes diversificados, além de se adaptarem em
hospedeiros distintos. Provavelmente isso se d& pela plasticidade gendmica, através de
elementos genéticos (plasmideos, fagos, transposons) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Baseado na composicdo antigénica: somaticos (O), capsulares (K), flagelares (H) e
fimbriais, € possivel obter a tipificacdo sorologica ou sorogrupo da E.coli e para isso, sdo
utilizados anti-soros (CAMPOS et al., 2004). De acordo com Fairbrother e Gyles (2012), mais
de 700 sorogrupos ja foram caracterizados.

Apesar da sorotipagem ocupar uma posi¢do central na histéria deste patdgeno, o
diagnostico da infeccdo por E. coli vém sendo cada vez mais direcionado a identificacdo dos
fatores de viruléncia especificos. Essa outra forma de caracterizagdo pode ser realizada por
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), e a partir de genes associados a patogenicidade da
mesma, permite-se definir com precisdo o potencial patogénico de E. coli (TENG et al., 2004;
CHENG et al., 2006).

A PCR é um método répido, sensivel e especifico, frequentemente usado para
determinar a presenca de patdgenos em humanos, animais e alimentos. Recentemente,
numerosos grupos tém desenvolvido protocolos PCR multiplex usando dois ou mais pares de
"primer" para aumentar a especificidade para identificacdo de E. coli patogénica (FRANCO,;
LANDGRAAF, 2008).

Deste modo, baseado nos fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas, epidemiologia e
sorotipagem, as estirpes de E. coli consideradas patogénicas sdo agrupadas em cinco classes de
origem intestinal: EPEC (E. coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), ETEC (E.
coli enterotoxigénica), EHEC (E. coli entero-hemorragica) e EAEC (E. coli enteroagregativa)
(JOHNSON; NOLAN, 2009).

Estudos filogenéticos tém revelado que populagdes comensais e patogénicas de E. coli,
isoladas de uma ampla variedade de hospedeiros e de origem geogréafica diversa, podem ser
subdivididas em quatro grupos filogenéticos principais: A, B1, B2 e D. As linhagens de E. coli
patogénicas causadoras de doencas extraintestinais (EXPEC) pertencem, em sua maioria, ao
grupo B2 e, em minoria, ao grupo D; enquanto as comensais e agentes de doenca diarreica séo
normalmente encontradas como membros dos grupos A, B1 e D (CLERMONT; BONACORSI;
BINGEM, 2000; MOULIN-SCHOULER, et al., 2007).
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3.1.1 Patotipos da E. coli

3.1.1.1 E. coli Enteropatogéncia (EPEC)

A EPEC é geralmente associada com diarreia esporédica, associada a ingestao de alimentos ou
agua contaminados, ocorrendo diarreia aguda na maioria dos casos em criancas abaixo de seis
meses em paises em desenvolvimento. No adulto, ndo expressa 0s sintomas da doenca,
possivelmente por aquisicdo de imunidade (CROXEN; FINLAY, 2010).

Em humanos e animais, cepas de EPEC colonizam as microvilosidades de todo o
intestino, principalmente o intestino delgado, causando uma diarreia aquosa contendo muco
acompanhada de vomitos e febre, podendo chegar num quadro cronico, caracterizado por
sequelas como ma absorcdo, ma nutricdo, perda de peso e retardo no crescimento
(MINAGAWA, 2007).

Em relacdo a espécie humana, no Brasil, essas cepas sdo responsaveis por cerca de 30%
dos casos de diarreia aguda em criancas pobres com idade inferior a seis meses, com
predominancia dos sorotipos O111:[H-], O111:[H2], O119:H6 e 0O55:H6 (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

De acordo com Teng et al. (2004), a importancia clinica das E. coli enteropatogénicas
(EPEC) tem sido relatada, além de suinos, em coelhos, ruminantes, cées, cordeiros, macacos e
no préprio homem. Contudo, em especial no Brasil, poucos sdo os dados relativos a prevaléncia
da infeccdo por esse patotipo nos suinos. E. coli enteropatogéncia pode determinar um sério
impacto a suinocultura por estar envolvida no desenvolvimento de diarreias neonatais e pos-
desmame (AN et al., 2000).

Esta bactéria possui um sistema complexo de secre¢do que possui mais de 20 proteinas
efetoras, 0 que possibilita a aderéncia das mesmas ao intestino delgado e grosso dos animais,
sendo o duodeno e o ceco os locais de maior colonizagdo (ZHU et al., 1994; AN et al., 2000).
A leséo produzida € denominada attaching effacing. Neste processo, uma proteina de membrana
externa da bactéria denominada intimina provoca um rearranjo no citoesqueleto da célula,
particularmente nos filamentos de actina, a partir da polimerizagéo das Esps (EPEC secreted
proteins) levando a uma diminui¢do das microvilosidades dos enterocitos e a formacdo de
“pedestais” onde a bactéria se aloja, facilitando a adesdo bacteriana a membrana celular do
hospedeiro, e resultando na degeneracdo dos enterdcitos, inflamagcdo da lamina proépria,

principalmente, no ileo. Desta forma, a ruptura das microvilosidades promove perda de enzimas
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digestivas do glicocélix, provocando interferéncias na digestdo, perda da capacidade absortiva
do epitélio intestinal e diarreia (AN et al., 2000; SILVA; SILVA, 2005; McGAVIN;
ZAACHARY, 2013).

A EPEC é caracterizada pelo fenotipo de adesdo localizada (AL), associada ao
plasmideo EAf (EPEC adherence factor). Vérias adesinas tém sido estudadas como fatores de
patogenicidade nas EPEC, porém a que tem demonstrado maior importancia é a Bundle forming
pillus (BFP). Esta fimbria, codificada por um plasmideo (EAF-EPEC Adherence Factor) com
cerca de 80kb, tem se mostrado importante para a interacdo célula-célula e a formacéo da
microcolbnia, bem como para a dispersao das bactérias desse arranjo. Para Cleary et al. (2004),
esta fimbria também é muito importante para adesdo inicial da bactéria aos enterocitos.

O contato com as células epiteliais resulta na secrecdo de diversas proteinas disparando
resposta na célula hospedeira, incluindo a ativacdo de um sinal de rotas de transducdo, a
despolarizacéo das células e a ligacdo da proteina intimina da membrana externa. A intimina é
codificada pelo gene eae. N&o produzem nenhuma enterotoxina ou citotoxina (CROXEN,;
FINLAY, 2010).

3.1.1.2 E. coli Enteroinvasora (EIEC)

De acordo Vieira et al. (2007) e Moreno et al. (2010), embora a EIEC seja um dos agentes
etiologicos da diarreia, poucos estudos epidemioldgicos foram realizados globalmente para
estimar a carga real de doencas devido a EIEC, fatores de risco individuais para infec¢do ou
potenciais reservatorios deste patotipo, uma vez que muitas vezes é considerado um agente
etioldgico raro de diarreia em comparacdo com outros enteropatdégenos.

A EIEC foi relatada pela primeira vez como "paracolon bacillus" em 1944, mas foi
posteriormente designada como E. coli 0124. A EIEC esta associada a sorotipos O de E. coli
especificas: O28ac: NM, 029: NM, O112ac: NM, 0121: NM, 0124: NM, 0124: H30, 0O135:
NM, 0136: NM, 0143: NM, 0144: NM, O152: NM, 0159: H2, 0159: NM, O164: NM, O167:
H4, 0167: H5, O167: NM e 0O173: NM (Gibotti et al., 2004). Todos 0s sorotipos sdo imoveis,
com exceg¢do de poucos bidtipos de O28ac, 029, 0124, 0136 e 0143 (SILVA et al., 1980; UD-
DIN; WAHID, 2014).

Essa classe de E. coli tém a capacidade de causar disenteria usando 0 mesmo metodo de

invasdo que a Shigella sp. O sequenciamento de mdltiplos genes indica que EIEC estad mais
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relacionado a Shigella do que & E. coli ndo invasiva (VAN DEN BELD; REUBSAET, 2012;
UD-DIN; WAHID, 2014).

Cepas de E. coli enteroinvasoras, normalmente sdo identificadas pela amplificacdo dos
genes IpaH, responsavel pela invasdo sistémica de E. coli intestinais (TENG et al., 2004; UD-
DIN; WAHID, 2014).

Em humanos e animais, as cepas EIEC causam distrbios no intestino grosso, provocam
febre e diarreias profusas contendo muco e sangue. O microrganismo coloniza o célon e contém
um plasmidios de 120 a 140 MDa necessarios para a invasdo, ja que carregam todos os genes
necessarios para a viruléncia. Causam um distarbio que é indistinguivel dos sintomas da
disenteria causada pelas espécies de Shigella (CAMPOS; TRABULSI, 2002; SYDOW, 2005).

Segundo McGavin e Zaachary (2013), a colibacilose septicémica ou enteroinvasiva
afeta bezerros, cordeiros e potros recém-nascidos que nao receberam colostro suficiente para
desenvolver imunidade. Nessa doenca, geralmente verifica-se inflamac&o fibrinosa em varias

localizagGes do corpo.

3.1.1.3 E. coli Enterohemorragica (EHEC)

E. coli enterohemorrégica (EHEC) também conhecida por E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC) ou toxina verotoxigénica (VTEC) engloba as estirpes produtoras de Shiga-toxinas
do tipo 1 (Stx1), o tipo 2 (STx2) e a Shiga toxina variante 2e (Stx2e), também descritas na
literatura como VT1, VT2 e VT2e, ja que sdo letais para culturas de células Vero (ZWEIFEL et
al., 2006).

A Stx1 é muito semelhante a principal citoxina produzida pela Shigella dysenteriae
sorotipo 1. Entre os membros do Stx2, ha algumas diferencas. Esse patétipo abriga plasmidios
de varios tamanhos e a intimina, codificada pelo cromossomo eae, e também considerado fator
de viruléncia expresso por elas, sendo responsavel pela fixacdo da bactéria as células epiteliais
intestinais dos mamiferos e produzem o mesmo fenémeno que as linhagens de EPEC, descritas
anteriormente como “attaching and effacing” na mucosa intestinal (AN et al., 2000; DEBROY;
MADOX, 2001; CROXEN; FINLAY, 2010).

Algumas variantes de Stx1 foram descritas: Stx1c e Stx10X3 encontradas em amostras
de E. coli isoladas de humanos e ovinos (KOCH et al., 2001; ZHANG et al., 2002) e Stx1d, de
amostras bovinas (BURK et al., 2003). Cinco variantes bioldgicas de Stx2 foram descritas, as

quais diferem umas das outras por sua antigenicidade, toxicidade e seqiiéncia genética: Stx2,
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Stx2c, Stx2d e Stx2f (anteriormente denominada Stx2ev) isoladas de humanos e Stx2e, isolada
de suinos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; ERCOLI et al., 2015).

Para Nataro e Kaper (1998) e Paton e Paton (1998), a producdo de uma ou mais toxinas
Shiga, isoladamente, ndo é suficiente para causar doencas e outros fatores sdo considerados
relevantes, como a presenca do plasmidio pO157, que codifica a enterohemolisina e a producao
de adesinas fimbriais e afimbriais.

O grupo inclui os sorotipos 0157, 026 e O111. Tendo o sorotipo O157:H7 grande
importancia na saude publica (SILVA et al., 2011).

Embora o sorotipo O157:H7 esteja ligado a maioria dos surtos associados a STEC
descritos mundialmente, estudos recentes indicam que a incidéncia deste sorotipo vem decaindo
substancialmente (CDC, 2014).

As E. coli produtoras de Stx1 geralmente estdo relacionadas a um amplo espectro de
doencas humanas, que compreende desde diarreias leves a doencas graves em humanos como
colite hemorragica, sindrome hemolitico-urémica, a purpura trombocitopénica trombotica e
colite ulcerativa (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Humanos podem ser infectados por STEC ao ingerir alimentos de origem animal
contaminados, principalmente a carne bovina, o que tornou esta categoria de E. coli objeto de
estudos na medicina humana e veterinaria (MAINIL; DAUBE, 2005).

Os surtos relacionados a EHEC, geralmente sdo associados ao consumo de carne mal
cozida, leite, alface, frutas entre outros. A facilidade de ocasionar surtos deve-se a necessidade
de uma dose infectante muito pequena (menor que 100 células) (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; BELANGER et al., 2011).

De acordo com Nakazawa, Akiba e Sameshima (1999) e Trotz-Williams et al. (2012),
0S suinos ou subprodutos também podem abrigar EHEC que infectam humanos, entretanto, os
bovinos, que geralmente ndo apresentam sinais clinicos, sdo considerados reservatérios mais
importantes (RANGEL et. al., 2005; TENG et al., 2004). Mais de 200 sorotipos de VTEC ja
foram isolados apenas de bovinos (McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

A prevaléncia de STEC em populagBes de suinos clinicamente saudaveis tem sido
relatada em numerosos estudos em varias regibes do mundo. Inclusive, em alguns,
surpreendentemente, a prevaléncia em amostras de suinos foi maior do que em bovinos,
sugerindo que suinos podem ser uma fonte importante desse organismo em alguns paises
(BORIE, 1997; ATEBA; MBEWE, 2011). Por exemplo, a prevaléncia de E. coli O157: H7 no
Chile em suinos foi 10,8% e em bovinos 2,9% (BORIE et al., 1999); no México, de 1,25% em
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fazendas de gado e 2,1% nas exploragdes suinicolas (CALLAWAY et al., 2004); e na Africa
do sul, Ateba et al. (2008), verificaram ocorréncia em suinos e bovinos de 44-50% e 5,4-20%,
respectivamente.

Estudos experimentais e epidemioldgicos sugerem que 0s suinos sdo hospedeiros
biologicamente competentes e um potente reservatorio de E. coli O157: H7 (FEDER et al.,
2003; CORNICK; HELGERSON, 2004). Nesse sentido, estudo com suinos infectados
experimentalmente com E. coli O157: H7, Booher, Cornick e Moon (2002) observaram que a
eliminacdo da bactéria persiste por pelo menos 2 meses. Também foi demonstrado que E. coli
0157: H7 pode ser transmitida horizontalmente entre suinos alojados em condi¢BGes de
confinamento (CORNICK; HELGERSON, 2004).

E. coli produtoras de Stx2 sdo consideradas importantes para suinos causando doenca do
edema. As fimbrias F18a/b e F4 (K88) estdo relacionadas a adesdo dessas cepas. Durante a
multiplicacdo da bactéria, a shiga toxina é produzida e absorvida pela circulagao sistémica, onde
induz a inativacdo da sintese proteica em células do endotélio vascular do intestino delgado, em
tecidos subcutaneos e no encéfalo. A lesdo das células endoteliais induz o aparecimento do
edema e de sinais neurotdxicos caracteristicos da doenca (HENTON; HUNTER, 1994; TENG
et al., 2004).

A enterotoxina (exotoxina termolabil) bacteriana produzida no intestino delgado, por
inducdo da IL-8, chega via hematdgena, causa lesdo endotelial vascular generalizada das
arteriolas e artérias, resultando em perda de fluxo e edema evidente principalmente na
submucosa gastrica, palpebras, vesicula biliar e mesentério do colén espiral (CHENG et al.,
2006).

E caracterizada por ser uma doenga de suinos entre seis a 14 semanas de idade ou quatro
a 15 dias ap6s o desmame e pode estar associada a mudancas na dieta durante o desmame.
Sinais neurolégicos como incoordenacdo motora, cegueira, paresia, desequilibrio, fraqueza,
tremores, movimentos de pedalagem e convulsdes podem ocorrer por encefalomalacia
simetrica focal ou angiopatia cerebral suina. A morbidade é aproximadamente 35% e todos 0s
animais morrem (McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

Segundo Santos e Alessi (2010), nos casos agudos da doenca do edema, ocorre edema
subcutaneo, principalmente péalpebras, orelhas, fronte, focinho e labios, dispneia, diarreia
aparente no estagio final, podendo apresentar estrias de sangue. Nos animais que sobrevivem,
podem ser observados distarbios nervosos unilaterais caracterizados por andar em circulos ou

com cabeca inclinada lateralmente, além de atrofia muscular, fraqueza e perda de peso.
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Geralmente o histdrico e os achados clinicos sdo conclusivos, sendo que o0 exame
histopatoldgico do encéfalo e isolamento puro de E. coli patogénica no intestino permite a
confirmacéo do diagnostico (SOBESTIANSKI et al., 1999).

3.1.1.4 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

As bactérias pertencentes ao grupo ETEC sao importantes causas de diarreia aquosa em
humanos e outros mamiferos jovens, além de individuos idosos, variando desde um quadro leve
a uma doenga grave de diarreia autolimitante. Este pat6tipo é considerado uma das causas
bacterianas mais comum de desidratacdo em criancas menores de dois anos, especialmente, em
paises em desenvolvimento (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004, FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Outra forma de diarreia descrita associada a este grupo € a diarreia do viajante, que
ocorre preferencialmente em regides tropicais, em individuos expostos a agua e alimentos
contaminados em regides onde 0 saneamento basico € inadequado. Um indculo relativamente
grande é necessario para produzir doenca; portanto, a transmissdo de pessoa a pessoa nao €
significativo para este organismo (KATOULI, 2010).

Em humanos e animais, as ETECs colonizam as proximidades do intestino delgado
causam diarreia aquosa e produzem hipotermia. Este pat6tipo se parece com o Vibrio cholerae
no fato de aderirem-se a mucosa do intestino delgado e causarem diarreia sem invadir a mucosa,
porém produzindo toxinas que agem nas células da mucosa e fatores de colonizacéao especificos
(CFA/ 1 a1V) (ROCHA, 2008; CROXEN:; FINLAY, 2010).

Este grupo de E. coli merece destaque para enterites na industria suinicola, ja que causa
cerca de 840 milhGes de infec¢bes gastrointestinais e cerca de 380.000 mortes por ano em porco
, sendo considerada aprincipal causa infecciosa de morte neonatal e de leitdes desmamados,
embora 0s suinos mais velhos parecam ser resistentes a infeccdo (FRANCIS, 2002; ZHANG et
al., 2007; GUPTA et al., 2008; FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

O estresse, a imaturidade do trato gastrointestinal, a redugdo nos niveis de anticorpos
recebidos passivamente sdo importantes fatores na infeccdo por ETEC em suinos desmamados,
uma vez que a mudanga na alimentacéo do leitdo altera a fisiologia dos animais e induz a uma
elevacdo do pH estomacal, e consequentemente, reducéo na atividade bactericida géastrica. Por
isso, h&a maior predisposicdo em leitegadas de fémeas primiparas, devido a baixa quantidade e
qualidade do colostro (HENTON; HUNTER, 1994; FAIRBROTHER; GYLES, 2012). Para
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esses autores, na diarreia pds-desmame ocorre elevacdo do nimero de E. coli hemoliticas em
relacdo as ndo hemoliticas no trato.

A colibacilose enterotoxigénica no final do aleitamento e no periodo de creche sdo
menos severas do que as diarreias neonatais. Sugere-se que o pH baixo do estbmago dos animais
mais velhos destrua a bactéria (FAIRBROTHER; GYLES, 2012; McGAVIN; ZAACHARY,
2013).

Os principais fatores de viruléncia da ETEC estdo associados as adesinas representadas
pelas fimbrias F4(K88), F5(K99), F6(987P), F18 (F18ab e F18ac), F107 e F41; a adesina
afimbrial chamada AIDA (adesina envolvida em aderéncia difusa); a proteina de superficie
denominada Paa, além de enterotoxinas termolabeis (LT) e termoestaveis (ST), sendo ambas
relatadas em animais desmamados com diarreia ou doenca do edema (DUBREUIL, 2008;
MOXLEY; SMITH, 2010; FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

Os fatores de viruléncia do ETEC podem ser transferidos horizontalmente entre as
cepas. A patogénese inicia com a aderéncia e colonizacdo bacteriana a superficie das células
epiteliais intestinais a partir das fimbrias, seguido da producdo das toxinas, possibilitando a
ETEC causar diarreia aquosa secretoria profusa, pelo aumento da secrecaso de ions, além de
alteragBes circulatorias sistémicas decorrentes da toxina termolabil (LT), termoestaveis
(STa,STb e EAST1) e da toxina shiga (STx2e) (BAILEY, 2009; SANTOS; ALESSI, 2010).

As toxinas LT séo classificadas em dois sorogrupos denominados LTI e LTIl cujos genes
codificadores estdo associados ao DNA plasmidial e cromossomal, respectivamente. A toxina
LTI difere da LTIl ainda por ser neutralizada pelo soro anti-toxina colérica e pode ser
subdividida em LTp produzida por E. coli isoladas de suinos e a LTh produzida por E. coli
isoladas de humanos. As LT2 sdo também subdivididas em LTIlla e LTIlb, que s&o
antigenicamente distintas (DUBREUIL, 2008).

O grupo termoestavel também subdivi-se em dois que diferem entre si estruturalmente e
no mecanismo de acdo: STa ou STI ou ST1 (variantes de STa, denominadas STla (STI suina) e
STIb (STI humana) e STb (também chamada de STI1 ou ST2). Estas toxinas séo codificadas por
genes localizados em plasmideos, variando muito no tamanho molecular (DUBREUIL, 2008).

E importante ressaltar que a ETEC, diferentemente da EHEC, é um agente n&o invasivo,
ou seja, ndo causa danos nas células epiteliais intestinais e sim, a interrup¢do da homeostase
das celulas intestinais (BAILEY, 2009).

A disseminacéo de E.coli patogénicas pode ocorrer via aerossois, racéo, veiculos e por

outros animais. A primeira manifestacdo clinica em leitdes acometidos pela diarreia pos-
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desmame é a reducdo do consumo da racdo, diarreia aquosa caracterizada por fezes volumosas,
aquosas, de coloragdo amarelo a branca, sem sangue e com ou sem vOmitos, irritacdo na pele e
da regido perianal, desidratacdo, determinando acidose metabdlica e morte subita de alguns
animais a partir de dois dias apds o desmame (pico entre 6 e 10 dias) (BAILEY, 2009; SANTOS;
ALESSI, 2010; McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

A severidade do processo depende dos fatores de viruléncia envolvidos, da idade e da
condicdo imunoldgica do suino. Particularmente nas primeiras horas de vida dos leitdes, a
infeccdo pode ser tdo severa que a morte antecede a diarreia. A colibacilose na terceira semana
varia de discreta a moderada, apresentando aspectos semelhantes a diarreia neonatal e os indices
de morbidade e mortalidade sdo baixos. Observa-se ainda, apenas discreto atraso no
desenvolvimento dos leitdes, havendo uma evolucdo para a cura no periodo de uma a duas
semanas, apos o aparecimento da diarreia (FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

Na necropsia, verifica-se intestino delgado dilatado, flacido e preenchido por fluido
translicido e amarelo, além de gés, desidratacdo (enoftalmia) e abdome retraido (McGAVIN;
ZAACHARY, 2013).

3.1.1.5 E. coli Enteroagregativa (EAEC)

A E. coli enteroagregativa (EAEC) é um enteropatdégeno emergente em razéo de seu
crescente envolvimento com a doenca diarreica aguda e persistente que acomete,
especialmente, criancas de paises em desenvolvimento, além de persistir no intestino humano
subclinicamente, induzindo inflamacdo cronica na auséncia de disenteria (HUANG et al., 2004;
OKHUYSEN, et al, 2010; ASLANI et al., 2011).

De acordo com Aslani et al. (2011), a EAEC ¢é mais resistente aos antibio6ticos do que
outros patotipos diarreiogenicos. Apesar da variabilidade fenotipica e genotipica comumente
descrita no grupo das EAEC, investigacGes epidemioldgicas sugerem que a patogenicidade seja
um atributo de subpopulacGes dentro da categoria, as quais compartilham propriedades
especificas (JENKINS et al., 2005; REGUA-MANGIA et al., 2009).

Por definicdo, E. coli enteroagregativa (EAEC) é um grupo de bactérias que abrange
sorogrupos de E. coli, os quais aderem a linhagens celulares in vitro, tais como células HeLa e
HEp-2, formando agregados bacterianos localizados na superficie celular e em regides da
laminula livre de células, em arranjo semelhante a tijolos empilhados (aderéncia agregativa)

(NATARO et al., 1995). A patogénese deste patOtipo é determinada pela capacidade de
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aderéncia as células intestinais, principalmente no coldn, produzindo enterotoxinas e
citotoxinas (NATARO; KAPER, 1998; NATARO et al., 1998; HUANG et al., 2004).

Diante da heterogeneidade genética apresentada por essa categoria de E. coli, a expressao
de biofilmes é considerada um fator de viruléncia consensual entre as cepas de EAEC (HUANG
et al., 2004; TORRES et al., 2005; WEINTRAUB, 2007).

Ao nivel molecular, os genes que codificam para o fendtipo agregado estdo contidos
num grande plasmideo (pAA): o regulador aggR (controlador de genes plasmaticos que
codificam fatores de viruléncia e pelo menos 2 ilhas de patogenicidade no cromossomo da
bactéria); a dispersina (proteina antigendbmica antiagregante, responsavel por modular a adesdo
e facilitar a penetragdo do organismo por meio do muco intestinal, ligando-se ao
lipopolissacarideo e alterando as propriedades eletrostaticas da superficie da membrana
externa) (NATARO; KAPER, 1998; HUANG et al., 2004).

O ileo de coelhos e ratos infectados com a EAEC demonstrou na microscopia de luz
lesbes destrutivas, além da diminuicdo das vilosidades, necrose hemorragica e leve resposta
inflamatdria com edema e infiltrado mononuclear da submucosa (VIAL et al., 1988).

De acordo com Harrington, Dudley e Natarro (2006), EAEC ¢é classificada em "tipica™
quando o gene aggR estiver presente e em "atipica" quando o aggR estiver ausente. Embora a
EAEC atipica tenha sido identificada em bezerros, leitdes e cavalos, os animais ndo foram
implicados como fonte ou reservatorio para infeccdo humana (UBER; TRABULSI; IRINO,
2006).

3.1.2 Aspectos gerais da colibacilose em suinos

As cepas de E. coli foram identificadas como importantes causa de varias doencas em
suinos em todo o mundo, incluindo septicemia neonatal, diarreia neonatal e pds-desmame,
doenca do edema, septicemia, poliserosite, mastite, infecgdes do trato urinario, além de poder
colonizar lesGes existentes em outros lugares do corpo (FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

A colibacilose em suinos é dividida em trés tipos quanto a faixa etaria: neonatal
(primeiros dias ap6s nascimento), de animais jovens (primeira semana até o desmame) e pds-
desmame; e dependendo dos fatores de viruléncia presente nas cepas, da idade e do estado
imunitario dos animais, podera ocorrer diferentes formas clinicas (SANTOS; ALESSI, 2010).

Fatores intrinsecos e extrinsecos determinam se a doenga serd produzida pela infecgéo,

entre eles, constituicdo genética do hospedeiro, transferéncia passiva de anticorpos especificos
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pelo colostro, contaminagdo ambiental e a condicdo nutricional, além de fatores estressantes
como temperaturas extremas, superlotacdo e infecgdes intercorrentes por outros agentes
(McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

A colibacilose é a enfermidade entérica de maior impacto na producdo de suinos,
particularmente para animais neonatos e em pos-desmame, podendo ser causada principalmente
por dois patdtipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli verotoxigénica (VTEC)
(HENTON; HUNTER, 1994; COSTA et al., 2006; FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

Nas matrizes podem ser observadas diversas manifestacdes clinicas, como mastites, que
podem afetar até 82% das matrizes com agalactia e as infeccdes urinarias, onde a E. coli esta
associada a diversos outros patdégenos na etiologia inespecifica da enfermidade (STRAW, 1984).

Somente o isolamento de E. coli a partir de amostras de fezes e conteudo intestinal ndo
é suficiente para o diagnoéstico da enfermidade. Nesse sentido, as técnicas de soroaglutinacéo,
ELISA, imunofluorescéncia e PCR (genotipificagdo) podem ser empregadas para a
biotipificacdo de adesinas e toxinas (WILLS, 2000).

No Sul do Brasil, avaliou-se a presenca de diferentes fatores de viruléncia em 152
isolados de E. coli intestinais e extra-intestinais provenientes de suinos pela técnica de PCR
multiplex. Das amostras de fezes analisadas, 25 demonstraram fatores de viruléncia
caracteristicos do patotipo ETEC (GIARDINI et al., 2012).

Almeida et al. (2007) analisaram 223 amostras de fezes de leitdes com diarreia
provenientes de Ribeirdo Preto - SP e destes, foram isoladas 131 cepas de E. coli, sendo
71(32,7%) ndo enterotoxigénicas e 60 (27,7%) enterotoxigénicas.

Em estudo realizado numa provincia chinesa, Kobayashi et al. (2003) detectaram STEC
em dez de 169 (6%) amostras fecais, EAEC em cinco (3%) das amostras fecais, ndo sendo
verificado ETEC em nenhuma amostra.

Tanih et al. (2015) estudaram a prevaléncia de E.coli em bovinos e suinos abatidos em
matadouros no distrito de Vhembe da Africa do Sul; de um total de 176 amostras de suabes (28
bovinos e 16 suinos) da garupa, flanco, peito e pescoco dos animais, 104 (67,5%) foram
positivas para E. coli, e destas, 13,46% eram patogénicas, sendo 1,9% enteropatogénica
(EPEC), 3,8% enterotoxigénica (ETEC), e 7,6% enteroagregativa (EAEC).
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3.1.3 Resisténcia antimicrobiana da E.coli

Marshall e Levy (2011), referem que o uso néo controlado de antibioticos em animais
de producdo é preocupante ndo pela perspectiva da clinica veterinaria, mas de um aspecto
zoondtico também, uma vez que pode contribuir para a prevaléncia de resisténcia nas cepas
humanas de E. coli, bem como em um padré&o similar.

E. coli é uma das principais espécies onde plasmideos contendo genes envolvidos no
processo de resisténcia multipla aos antimicrobianos vém sendo descritos, sendo 0s eventos de
transposicdo e integracdo importantes mediadores da resisténcia mdaltipla as drogas
antimicrobianas, além de possuir um intervalo entre geracbes muito curto e dispor de
mecanismos de transferéncia de material genético. Essa caracteristica esta relacionada a sua
grande distribuicdo ambiental e propenséo a albergar elementos genéticos mdveis, em especial
os plasmideos (SHERLEY et al., 2004). De acordo com esses autores, o principal mecanismo
de transferéncia da multi-resisténcia aos antimicrobianos em E. coli parecem ser os plasmideos.
Estes elementos podem ser transferidos via conjugacdo entre duas bactérias pela formacao 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.

No Brasil, observou-se perfil de multirresisténcia em amostras de E. coli isoladas em
esterqueiras na regido de Concérdia (Silva et al., 2008). Na mesma regido, verificou-se que
86,14% das linhagens de E. coli isoladas em agua subterranea foram resistentes a pelo menos
um antimicrobiano (SCHNEIDER; NADVORNY; SCHMIDT, 2009). Desinfetantes e
suplementos alimentares podem apresentar uma importante forca de selecdo para bactérias
resistentes numa criacdo de suinos (YATES et al., 2004).

Franco et al. (2010), ao avaliarem a resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli
isoladas de amostras de dejetos e carne suina provenientes dos Estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Parana e Santa Catarina; verificaram resisténcia a pelo menos sete antibiéticos usados
rotineiramente no tratamento das enfermidades transmitidas por alimentos de todas as cepas de
E. coli patogénicas, sendo sensiveis apenas a gentamicina e a tobramicina.

Na analise de amostras referente a 15 granjas de suinos localizadas nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Goias; a susceptibilidade antimicrobiana
dos isolados apresentaram niveis de resisténcia superiores a 60% para amoxicilina, ampicilina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, estreptomicina e sulfametoxazole + trimetoprim; sendo os

maiores indices (96,3%) observados para tetraciclina (SATO et al., 2015).
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Nos Estados Unidos foi desenvolvido um estudo em que se coletou fezes ao longo de
um ano dos trés principais estados produtores de suinos (lowa, Norte Carolina e Minnesota) e
a E. coli foi mais frequentemente resistente a tetraciclina (89%) e as sulfonamidas (33%)
(ABLEY et al., 2013). Mesmos achados foram obtidos em amostras de animais submetidos ao
abate em Portugal (PENA et al., 2004).

No Canad, Boerlin et al. (2005) demonstraram que existe uma grande diferenca na
resisténcia aos antimicrobianos entre isolados de ETEC e outros comensais. Na Suica Stephan
e Schumacher (2001) verificaram E. coli VETEC resistente as tetraciclinas, sulfonamidas e
estreptomicina, usadas indiscriminadamente na alimentagdo de suinos no pais.

Recentemente, Liu et al. (2016) verificaram aumento da resisténcia a antibiéticos em E.
coli comensal de animais de producdo na China, devido gene de resisténcia a colistina mediada
por plasmideos, altamente mdvel, transferivel, designado como mcr-1, observado em 21%
(166/804) de amostras de E.coli coletadas de suinos entre 2011 e 2014. Na Africa do Sul, um
programa de vigilancia sanitéria de frangos também revelou aumento da resisténcia a colistina
nas cepas de E. coli isoladas (GERBER, 2016).

Apds estes relatos, outros estudos demonstraram a rapida propagacdo deste gene na
maioria dos continentes (SKOV; MONNET, 2016). Devido este alerta e recomendacdes de
organizac@es internacionais, no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) emitiu uma instrucdo normativa proibindo o uso desta substancia na alimentacéo
animal, com o objetivo de aditivo zootécnico melhorador de desempenho, sendo liberado seu

uso para o tratamento de enfermidades (BRASIL, 2016).

3.2 O género Salmonella

A Salmonella sp. pertence a familia Enterobacteriaceae, é bactéria gram-negativa,
anaerobia facultativa, ndo formadora de esporos, apresenta forma de bastonetes curtos (2-4 x
0,5 um), geralmente, méveis (possuindo flagelos peritriquios), ndo fermentadoras de lactose e
sacarose, capazes de utilizar citrato como unica fonte de carbono e produzir gas a partir da
glicose, é oxidase negativa e catalase positiva, geralmente produzem sulfureto de hidrogénio,
também descarboxila a lisina e a ornitina, e ndo hidrolisa a ureia (QUINN et al., 2005;
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A Salmonella sp. estda amplamente difundida na natureza, e predominantemente

encontrada na 4gua, solo, em aves, ovos e produtos lacteos (BRASIL, 2015; WHO, 2015). Além
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de frutas e vegetais frescos (PUI et al., 2011). Embora os animais de produgéo sejam a principal
fonte de infeccdo (ENG et al., 2015) e o processo de abate considerado uma das fontes
importantes de contaminacdo de 6rgéos e carcacgas (GILLESPIE et al., 2005).

Durante sua evolucdo, este género vem se adaptando a diferentes ambientes através da
modulagcdo na expresséo de seus genes, propriedade essencial para a sua patogenicidade
(LOPEZ et al., 2012).

A salmonelose é considerada uma das principais toxinfecc@es alimentares em humanos
(BOLLAERTS et al., 2008), atingindo 131.468 casos humanos anuais relatados na Unido
Europeia (CARRASCO et al., 2012) e 45.735 nos Estados Unidos (CDC, 2013).

Embora resistam meses no ambiente, sdo sensiveis a luz solar e aos desinfetantes mais
comuns como fendis, clorados e iodados (OLIVEIRA et al., 2000). Consideradas bactérias
termossensiveis, sdo destruidas a 60 °C por 15 a 20 minutos, se multiplicam a uma temperatura
entre 7 °C e 45 °C e tem seu crescimento entre 35 e 43 °C e pH 6timo entre 7 e 7,5, podendo
este ser evitado pela refrigeracdo do alimento abaixo de 5 °C ou pela manutenc¢éo dos mesmos
acima de 63 °C (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

A sobrevida da Salmonella sp. no meio ambiente pode ser muito longa, em particular
na matéria organica. Pode permanecer vidvel no material fecal por longo periodo (anos),
particularmente em fezes secas, podendo resistir mais de 28 meses nas fezes de aves, 30 meses
no estrume bovino, 280 dias no solo cultivado e 120 dias na pastagem, sendo ainda encontrada
em efluentes de dgua de esgoto, como resultado de contaminacéo fecal (BRASIL, 2011).

Consideradas enteroinvasivas, todas as espécies conhecidas de Salmonella sao
patogénicas, causando diarreia aguda e cronica, e morte em varias espécies animais e em seres
humanos (McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

A nomenclatura da Salmonella sp. é complexa e continua evoluindo. O sistema
recomendado para denominar Salmonella é o da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). O
género é constituido das seguintes espécies: S. enterica, S. bongori e S. subterranea (BRASIL,
2011). A espécie S. enterica subdivide-se em seis subespécies baseado na sequencia genémica
e propriedades bioguimicas que sdo denotadas com nimeros romanos: |, S. enterica subsp.
enterica; Il, S. enterica subsp. salamae; Illa, S. enterica subsp. arizonae; I1lb, S. enterica subsp.
diarizonae; IV, S. enterica subsp. houtenae; e VI, S. enterica subsp. indica (RABSCH et al.,
2002). As subespécies sdo adicionalmente qualificadas pelo sorotipo, tendo uma designacao

final, por exemplo S. enterica subesp. enterica sorotipo Typhimurium (QUINN et al., 2005).
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Kauff e White desenvolveram um sistema para classificagdo baseado na composigéo
antigénica: Somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi) e mais de 2.500 sorovares de
Salmonella sp. ja foram identificados, variando conforme hospedeiros, regido, época e
viruléncia, uma vez que a maioria desses sorotipos tem a capacidade de adaptar-se a uma
variedade de animais (QUINN et al., 2005; BRASIL, 2011, ENG et al., 2015).

O antigeno O somatico termo-estavel é o componente lipopolissacarideo localizado na
membrana bacteriana externa; os antigenos H termo-labeis estdo envolvidos na ativacdo das
respostas imunes do hospedeiro e os antigenos da superficie K séo polissacarideos sensiveis ao
calor localizados na superficie capsular bacteriana e sdo 0s antigenos menos comuns
encontrados nos sorotipos de Salmonella sp. (PUI et al., 2011).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2015, foi o principal agente etiologico identificado
nos surtos notificados, sendo detectada em 14,7% dos casos e entre os tipos de alimentos
envolvidos, a carne suina e seus derivados corresponderam a uma parcela de 2,1% dos casos
em que foi possivel a identificacdo do alimento envolvido no surto (BRASIL, 2015).

A Samonela pode ser identificada na microbiota fecal de animais domésticos, com e
sem sinais entéricos, que eliminam o microrganismo de forma intermitente, como roedores e
passaros silvestres que contaminam os alimentos e a agua permitindo a propagacao da doenga.
A infeccdo dos animais ocorre predominantemente pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados, embora também possa ocorrer por meio das mucosas do trato respiratorio
superior e da conjuntiva (RADOSTITS et al., 2007; SANTOS; ALESSI, 2010).

Entretanto, para a maior parte dos animais de producao, geralmente esta enterobactéria
estabelece clinicamente infeccdo inaparente de duracdo variavel e, em condicdes de estresse,
0s sorovares considerados ndo patogénicos podem também causar a doencas (FORSHELL,;
WIERUP, 2006).

Para McGavin e Zaachary (2013), a forma de ocorréncia da salmonelose (septicémica,
entérica aguda, ou entérica cronica) depende da dose de desafio da bactéria, exposicdo prévia a
bactéria e fatores de estresse (superpopulacéo, transporte, temperaturas extremas, mudancas na
dieta, gestacdo, cirurgia).

EmboraaS. enterica subsp. enterica mereca destaque, a maioria dos sorotipos do género
Salmonellas sdo patogénicos ao homem, apresentando diferencas de sintomatologia em
decorréncia da variagdo no mecanismo de patogenicidade, além da idade e da resposta imune
do hospedeiro (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
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Essa mesma subespécie possui maior importancia nas enteroinfecgdes em animais de
sangue quente (QUINN et. al., 2005). Em contraste, as outras cinco subespécies de . enterica e
S. bongori s@o encontradas principalmente no ambiente e também em animais de sangue frio e,
portanto, sdo raras em seres humanos (BRENNER et al., 2000). De acordo com Forshell e
Wierup (2006), o sorovar S. Typhi e as cepas de S. Paratyphi sdo patdgenos especificos para
humanos, ndo possuindo reservatério animal.

O habitat natural da Salmonella sp. pode ser dividido em trés categorias, com base na
especificidade do hospedeiro e padrédo clinico por ele determinado: altamente adaptadas ao
homem, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febres tifoide e
paratifoide); altamente adaptadas aos animais, representadas por S. Dublin (bovinos), S.
Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S. Abortusequi (equinos), S. Pullorum e S. Gallinarum
(aves), responsaveis pelo paratifo dos animais. Entretanto, em determinadas situacdes (idade
jovem, pacientes com doencas cronicas, idosos, imunocomprometidos), os sorovares S. Dublin
e S. Choleraesuis podem determinar no homem um quadro septicémico, isto €, mais grave do
gue o causado por S. Typhi (BRASIL, 2011).

Quinn et al. (2005), assevera que nao existe espécie-especificidade na infeccdo dos
animais pelos mais de 2000 diferentes sorotipos descritos para 0 microrganismo, embora
evidéncias apontem certa seletividade de determinados sorotipos nas infec¢bes em animais: S.
Pullorum e S. Gallinarum em aves domésticas, S. Choleraesuis em suinos e S. Dublin em
bovinos, S. Abortus ovis em ovelhas, S. Abortus equi em cavalos, enquanto a S. Thyphimurium
possui variedade de hospedeiros. Esses sorovares adaptados ao hospedeiro causam
principalmente abortos ou gastroenterite em seu hospedeiro animal (FORSHELL; WIERUP,
2006).

Em relacdo aos sorovares, os mais isolados em animais doentes incluem S.
Typhimurium, S. enterica, S. Dublin, S. Choleraesuis, S. Typhosa, S. Newport, S. Anatum, e S.
Montevideo (SANTOS; ALESSI, 2010); sendo os sorovares S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Hadar e S. Infantis isolados tanto em humanos como animais (FORSHELL; WIERUP, 2006).

Bai et al. (2015) verificaram S. enterica sorovar Enteritidis, S. enterica sorovar Hadar e
S. enterica sorovar Indiana como predominantes em amostras de frango enquanto S. enterica
sorovar Typhimurium, S. enterica sorovar Derby e S. enterica sorovar Enteritidis em amostras
de suinos.

Entre os fatores de risco, o contato com outras espécies animais podem ser

representativos, ja que todos os vertebrados sdo suscetiveis & infeccdo (FUNK; DAVIES;
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GEBREYES, 2001). Embora essa relacdo ndo tenha sido encontrada em outras pesquisas
(KABAGAMBE et al., 2000).

Outros fatores de risco descritos sdo: a densidade do rebanho, em que a maior
prevaléncia de salmonelose € associada a maiores densidades (FUNK; DAVIES; GEBREYES,
2001); além da presenca de espécies de invertebrados, ja que segundo Liebana et al. (2003),
estes podem servir como reservatorios ou vetores potenciais para Salmonella sp.

A via de infeccdo permite, apds uma passagem pelo estbmago, uma colonizacdo das
bactérias através de trés rotas: invasao ativa de enterdcitos; de células epiteliais especializadas
da mucosa denominadas células M; ou de células dentriticas. Posteriormente, uma interagdo da
bactéria com o epitélio e tecido linféide subjacentes, leva a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas, por meio de recrutar e ativar outras células imunes como
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas, e células T / B, resultando em enterite (GRASSL;
FINLAY, 2008; SANTOS; ALESSI, 2010).

A resposta inflamatdria esta relacionada também com a liberacdo de prostaglandinas,
que sdo estimuladoras de adenilciclase, o que resulta em um aumento de secrecdo de agua e
eletrolitos, provocando diarréia aquosa (HAIMOVICH; VENKATESA, 2006; FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

A habilidade em invadir células do hospedeiro, replicar-se e resistir a digestdo por
fagdcitos e a destruicdo por componentes plasmaticos do complemento é fundamental para a
viruléncia da Salmonella sp. Apo6s aderéncia na mucosa intestinal através das fimbrias, as
bactérias induzem invaginacdes (vesiculas) na membrana celular que facilitam a entrada de
bactérias e na presenca de plasmideo de viruléncia, sua replicacdo. O comprimento das cadeias
do antigeno O do lipopolissacarideo (LPS) é responsavel pela resisténcia a destruicdo pelo
complemento, além dos efeitos endotdxicos da infeccdo (QUINN et al., 2005).

A gastroenterite é a manifestacdo mais comum da infeccdo por Salmonella sp., seguida
de bacteremia e febre (MAJOWICZ et al., 2010). De acordo com Santos e Alessi (2010), a
enterocolite e a septicemia sdo as formas que caracterizam a salmonelose nos animais
domeésticos.

Na septicemia hiperaguda causada por Salmonella sp., os animais jovens (bezerros,
potros e suinos) sdo os mais afetados, sendo geralmente fatal para os de 1 a 6 meses de idade
ocorrendo por coagulacgéo intravascular disseminada; e o sorovar mais frequente envolvido € a
S. Choleraesuis. Entre os achados necroscopicos estdo necrose fibrindide dos vasos sanguineos
(McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

29



Para Santos e Alessi (2010), a salmonelose entérica aguda € causada mais
frequentemente pela S. Typhimurium, sendo caracterizada por enterite catarral difusa com
ileotiflocolite fibrinonecrética difusa. Antigenos bacterianos fimbriais especificos séo
responsaveis pela invasdo e, posterioremente as endotoxinas induzem trombose. Ademais,
multiplos focos de necrose hepatocelular, hiperplasia das células de Kupffer e linfadenopatia
podem estar presentes, sendo a colecistite fibrinosa patognoménica. Além disso, observa-se
petéquias e equimoses nas serosas pleural e peritoneal, no endocardio, nos rins e nas meninges.

Segundo os mesmos autores a salmonelose entérica crénica também ocorre em suinos,
bovinos e equinos, com discretos focos de necrose e ulceragdo no ceco e cdlon.
Macroscopicamente a enterocolite manifesta-se por hiperemia ou hemorragia da mucosa, que
pode estar ou ndo ulcerada, além de apresentar espessamento e exsudato avermelhado ou

amarelado, ou acinzentado desidratacdo em até 24 horas.

3.2.1 Salmonelose em suinos

Embora alguns estudos demonstrem que o trato respiratério superior e 0s pulmdes
podem ser porta de entrada para Salmonella sp. em suinos (BELOEIL et al., 2007), a infec¢cdo
ocorre principalmente por via oral e depois se espalha para o sistema linféatico, que atua como
barreira no primeiro momento, mas pode se tornar reservatorio posterior, permitindo a
eliminacdo ambiental do agente e sua disseminacdo através de outros animais (BOEYEN et al.,
2008). Desta forma, animais subclinicos podem excretar Salmonella sp. em suas fezes ou
manter a bactéria em seu trato digestivo, principalmente em linfonodos ou amigdalas
(ARGELLO et al., 2012).

Diversas bactérias (Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae) e
virus (Virus porcino da sindrome respiratéria e reprodutiva, Virus da doenca de Aujeszky)
podem induzir imunodeficiéncia em suinos, e consequentemente, a uma colonizacdo mais facil
pela Salmonella sp. (BELOEIL et al., 2007).

A salmonelose em suinos ocorre principalmente na idade de quatro a oito semanas e
estd relacionado principalmente ao sorotipo Typhimurium podendo ser sintomaética ou
assintomatica e ter dificil diagnostico (PARK; RYU, 2000; SILVA et al., 2009). Quando
sintomatica, os animais apresentam decréscimos no desempenho de crescimento por
gastroenterite autolimitante (FARZAN; FRIENDSHIP, 2010; ROSTAGNO; CALLAWAY,
2012).
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E comum a presenga de Ulceras intestinais de limites bem demarcados, formando
cicatrizes que provocam estenose do segmento retal, e consequentemente, estes animais
demonstram retardo no desenvolvimento, distensdo abdominal e constipacdo (WATANABE et
al., 2011).

Em toda a cadeia produtiva de carne suina diferentes sorotipos s&o identificados, sendo
isolada em varias etapas de producdo, incluindo a produgdo primaria, o transporte de animais,
as etapas pré-abate e pré-evisceracdo, especialmente durante a escaldagem, a abertura do
abddmen e a retirada do colon (LETELLIER et al., 2009, DUGGAN et al., 2010, GOMES-
NEVES et al.,, 2012), sendo o sorotipo Typhimurium apontado como o principal e mais
prevalente (VAN HOEK et al., 2012; MARIER et al., 2014; GUERRA FILHO et al., 2016; LI
etal., 2016). E dependendo da dose de inoculagdo, a infeccdo por S. Typhimurium pode resultar
em sinais clinicos e excrecdo fecal de grandes quantidades de bactérias (BOYEN et al., 2008).

No Brasil, ha varios relatos em relagdo a ocorréncia deste patdgeno associado a carne
suina. No Estado do Mato Grosso, Silva et al. (2009), ao pesquisarem em linfonodos
mesentéricos e tonsilas, detectaram 16,6% de animais positivos, sendo os sorovares Derby
(16%) e Typhimurium (14%) os mais frequentes. Bessa, Costa e Cardoso (2004) verificaram
no Rio Grande do Sul, a prevaléncia de 55,66% de animais positivos, ao testarem linfonodos
mesentéricos, fezes e contetdo intestinal, sendo os principais sorovares Typhimurium (24,3%)
e Agona (19,9%). Em Santa Catarina, Kich et al. 2(011) observaram prevaléncia de 90% de
animais positivos para amostras de swabs do assoalho da laringe e 67% para linfonodos
mesentéricos, sendo o0s sorovares Typhimurium (50,7%) e Panama (28,5%) 0s mais

encontrados.

3.2.2 Resisténcia antimicrobiana da Salmonella sp.

Varios estudos vém apontando o isolamento de cepas de Salmonella sp.
multirresistentes, incluindo as principais drogas de escolha nas praticas terapéuticas para
protocolos veterinarios e humanos, como amostras obtidas de suinos em 16 paises pertencentes
a Unido Européia, e em outros 14 paises quando investigados amostras de carne suina (EFSA,
2014).

No Brasil, diferentes sorotipos desse género isolados de suinos no Rio Grande do Sul

apresentaram resisténcia a sulfonamidas (83,9%), tetraciclina (37,4%), cotrimoxazol (25,2%),
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ampicilina (20,2%), cloranfenicol (16,1%), estreptromicina (14,1%) e &cido nalidixico (10,1%),
sendo 24,2% resistentes a vérias drogas (CASTAGNA et al., 2001).

Guerra Filho et al. (2016) verificaram Salmonella sp. em 10% das amostras de fezes e
linfonodos de suinos abatidos em Sao Paulo e Santa Catarina, e todas apresentaram resisténcia
a pelo menos um antimicrobiano testado, sendo 90% resistente a pelo menos quatro
antimicrobianos.

Schmidt e Cardoso (2003), ao analisarem amostras de Salmonella sp. isoladas de
sistema de tratamento de dejetos suinos localizado no sul do Brasil, verificaram resisténcia
contra sulfonamida (100%), tetraciclina (99,4%), estreptomicina (90,1%), sulfa/ trimetoprima
(84,5%), acido nalidixico (77,6%), ampicilina (76,4%), cloranfenicol (29,2%), cefaclor
(25,5%), tobramicina (13,7%), gentamicina (6,2%), amoxacilina/acido clavulanico (5%),
neomicina (5%) e amicacina (3,7%).

Nos Estados Unidos foi desenvolvido um estudo em que se coletou fezes ao longo de
um ano dos trés principais estados produtores de suinos (lowa, Carolina do Norte e Minnesota)
e a Salmonella sp. foi mais frequentemente resistente a tetraciclina (76%), ao sulfisoxazol
(59%) e a estreptomicina (55%) (ABLEY et al., 2013).

Estudo desenvolvido por Alyzza et al. (2017) nas Filipinas, foram coletados linfonodos
e jejuno de 240 suinos, e destes, resultaram 183 isolados de S. enterica que revelaram alta
resisténcia a ampicilina (67,8%) e trimetoprim / sulfametoxazol (80,3%). Na China, destacou-
se resisténcia a ciprofloxacina (10,0%) e Cefotaxime (8,6%), além de multiresisténcia de 57,
1% dos isolados suinos (BAI et al., 2015). J& na Tailandia, estudo de Boonkhot, Tadee e
Patchanee (2015) demonstraram que quase 90% de Salmonella sp. eram resistentes a pelo
menos 1 antimicrobiano e 72% eram resistentes a maltiplos farmacos.

Para Hur; Jawale e Lee (2012), é perceptivel a crescente preocupacdo em relacdo ao
surgimento mundial de fendtipos multirresistentes entre sorotipos de Salmonella sp. como S.
typhimurium, S. enteritidis e S. newport, principalmente, resisténcia a quinolonas,
fluoroquinolonas ou cefalosporinas de espectro estendido, como ceftiofur e ceftriaxona.
Recentemente, a ocorréncia de isolados resistentes a estes antibidticos aumentou.

Portanto, 0 monitoramento continuo de sua prevaléncia e resisténcia no fornecimento
de alimentos é necessario devido as implicacbes de salde publica de uma disseminacao
potencial de microorganismos resistentes. Além disso, uma abordagem de manejo de animais,
como controle rigoroso de agentes antimicrobianos na industria animal, diagnostico clinico e

microbioldgico precoce, tratamento adequado e implementagéo de padrdes sanitarios rigorosos
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também sdo necessarios para reduzir significativamente a carga global de salmonelose em salde
humana (HUR; JAWALE; LEE, 2012).
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Resumo: A suinocultura da regido Norte apresenta pouca atengdo aos cuidados
higiénico-sanitérios, favorecendo infec¢fes bacterianas entéricas responsaveis por
grande impacto na inddstria de suinos, além do risco para a saude coletiva. No
ecossistema amazonico, pouco se conhece a respeito da ocorréncia de enterobactérias
em suinos destinados ao abate. Deste modo, objetivou-se investigar a ocorréncia de
Escherichia coli patogénicas (enterohemorragica) em suinos criados no Estado do Par3,
além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos dessas cepas patogénicas.
Foram colhidas 200 amostras de fezes (swab retal) de suinos procedentes de 15
propriedades localizadas em Belém e Nordeste paraense e processadas no Laboratério
de Enterobactérias do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, PA. As amostras foram
semeadas nos caldos EC e GN, incubadas e a seguir em Agar MacConkey. As colbnias
suspeitas foram identificadas em Agar Ferro Trés Aclcares para posterior
caracterizacdo bioquimica. A caracterizacdo do patotipo foi realizada através da técnica
da PCR (Polymerase Chain Reaction) Multiplex. A susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos dos isolados foi avaliada utilizando o sistema automatizado VITEK® 2
Compact (bioMérieux). Das 15 propriedades estudadas, em seis verificou-se a E. coli
enterohemorragica (EHEC), sendo isolada em 11% (22/200) dos animais pesquisados.
Amostras de oito isolados apresentaram resisténcia a antimicrobianos: uma para
trimetoprim-sulfametoxazol e acido nalidixico, quatro para trimetoprim-sulfametoxazol
e ampicilina e outras trés para acido nalidixico. Deste modo, foi possivel verificar a

ocorréncia de Escherichia coli enterohemorragica em suinos criados no Estado do Para,
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aléem da resisténcia dessas cepas patogénicas a alguns antimicrobianos bastante
utilizados na rotina veterinria.

Palavras-chave: suinocultura, enteropatogenos, E. coli

Abstract: The swine industry in the northern region has little attention to hygienic-
sanitary care, favoring enteric bacterial infections that have a major impact on the pig
industry, besides the risk to public health. In the Amazonian ecosystem, little is known
about the occurrence of enterobacteria in slaughter pigs. Thus, the objective of this study
was to investigate the occurrence of pathogenic (enterohemorrhagic) Escherichia coli in
pigs raised in the State of Par, and to verify the antimicrobial resistance profile of these
pathogenic strains. 200 swine fecal swine samples were collected from 15 farms located
in Belém and Northeastern Para and processed at the Evandro Chagas Institute
Enterobacterial Laboratory, Ananindeua, PA. Samples were seeded in EC and GN
broths, incubated and then on MacConkey Agar. Suspected colonies were identified on
Iron Three Sugar Sugars for further biochemical characterization. The characterization
of the pathotype was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction) Multiplex
technique. Susceptibility to antimicrobial agents of isolates was evaluated using the
automated VITEK® 2 Compact system (bioMérieux). Of the 15 properties studied, six
had enterohemorrhagic E. coli (EHEC), being isolated in 11% (22/200) of the animals
surveyed. Samples of eight isolates showed antimicrobial resistance: one for
trimethoprim-sulfamethoxazole and nalidixic acid, four for trimethoprim-
sulfamethoxazole and ampicillin and three for nalidixic acid. Thus, it was possible to
verify the occurrence of enterohemorrhagic Escherichia coli in pigs raised in the State
of Par4, besides the resistance of these pathogenic strains to some antimicrobials widely
used in veterinary routine.

Key words: swine production, diarrhea, enteropathogens, E. coli

1 Introducéo

A suinocultura na regido Norte brasileira ndo tem passado por incrementos
tecnolOgicos, caracterizando-se por pequenas propriedades com pouca atencdo aos
cuidados higiénico-sanitarios, criando um ambiente favoravel a disseminacdo de
agentes infecciosos (Costa, 2009; IBGE, 2015).
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As infecgOes bacterianas entéricas sdo responsaveis por grande impacto na
indUstria de suinos em todo o mundo, causando aproximadamente 30% das perdas
econémicas (Burch, 2000). Além disso, alguns patdgenos podem ser potencialmente
zoonoticos, representando um risco para saude coletiva (Menin et al., 2008).

Entre esses agentes pode-se citar a Escherichia coli enterohemorragica (EHEC).
Também conhecida por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) ou toxina
verotoxigénica (VTEC) (Zweifel et al., 2006).

Estudos experimentais e epidemiol0ogicos sugerem que 0S suinos sdo
hospedeiros biologicamente competentes e um potente reservatério de STEC (Feder et
al., 2003; Cornick & Helgerson, 2004) e dessa forma, relacionados a um amplo espectro
de doencas humanas (Trotz-Williams et al., 2012).

E. coli produtoras de Stx2 sdo consideradas importantes para suinos causando
doenca do edema. A leséo das células endoteliais induz o aparecimento do edema e de
sinais neurotoxicos caracteristicos da doenca (Henton & Hunter, 1994; Teng et al.,
2004).

Geralmente o historico e os achados clinicos sdo conclusivos, sendo que 0 exame
histopatoldgico do encéfalo e isolamento puro de E. coli patogénica no intestino permite
a confirmacéo do diagndstico (Sobestianski et al., 1999).

No que diz respeito ao ecossistema amazonico, pouco se conhece sobre a
ocorréncia desse micro-organismo em suinos destinados ao abate, e da resisténcia a
antimicrobianos. Deste modo, esta pesquisa objetiva relatar a ocorréncia de E. coli
enterohemorragicas em suinos criados no Estado do Par4, além de verificar o perfil de
resisténcia a antimicrobianos destas cepas patogénicas a fim de fornecer dados que

poderdo ser utilizados para melhor direcionar as medidas de controle.

2 Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética (CEUA) da Universidade Federal
Rural da Amazénia - UFRA, Protocolo 038/2013, e processo 23084.010923/2013-15.

Foram analisadas amostras fecais (swab retal) de 200 suinos procedentes de 15
propriedades localizadas nas Mesorregides: Metropolitana de Belem e Nordeste

Paraense, sem predilecdo por raca, idade ou sexo, apresentando ou néo diarreia.

49



As amostras foram processadas no Laboratorio de Enterobactérias do Instituto
Evandro Chagas (Ananindeua, Pard). O método utilizado para o isolamento dos
microrganismos foi a coprocultura (Vu et al., 2004).

Os espécimes fecais foram semeados diretamente em Agar MacConkey MC
(Difco) além dos caldos EC (Difco) e Gram negativo (GN); incubados a 35 °C por 24
horas e a seguir semeados em Agar MacConkey - MC (Difco). As colnias com lactose
positiva foram identificadas em Agar Ferro Trés Acucares - TSI (Difco) e,
posteriormente, foi realizada a caracterizacao bioquimica manual segundo Carter (1994)
e quando necessario, utilizou-se o sistema automatizado VITEK®2 Compact
(bioMerieux).

Os isolados de E. coli foram estocados em Agar Nutriente (Difco), e entdo
procedido a extracdo de DNA conforme as recomendacdes de Baloda et al. (1995), para
amplificacdo através da técnica da PCR.

As cepas de E. coli foram examinadas por PCR Multiplex para detectar os genes
eae (intimina) e Stx (Stx-1 e Stx-2), além de outros genes relacionados a outras E. coli
patogénicas. Os primers utilizados para a amplificacdo de 518 pb do gene Stx foram:
F: GAGCGAAATAATTTATATGTG e R: TGATGATGGCAATTCAGTAT.

Todos os testes de PCR foram executados em um volume de 25ul, contendo 2
pl de DNA bacteriano, 9,5 pl de solugdo A (Tampdo, dNTP, MgCl2), 13 ul de solucéo
Mix (Primers) e 0,5 pl de Tag DNA polimerase. A cepa padréo utilizada foi EHEC EDL
931 como controle positivo.

As reacOes da PCR Multiplex foram colocadas no termociclador modelo
Veriti ™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems - EUA) e submetidas ao
seguinte programa de amplificacdo: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C durante
5 minutos, seguidos por 40 ciclos de desnaturacdo (50 °C durante 1 minuto),
hibridizacdo (50 °C durante 1 minuto), e subsequente extensao (72 °C durante 1 minuto),
além de extensao final (72 °C durante 7 minutos).

A visualizacgdo do produto final foi feita a partir de eletroforese em gel de agarose
a 2% corado com azul de bromofenol.

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados foi avaliada
utilizando o sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMérieux) com cartdo de 21
antimicrobianos (BLSE, Ampicilina, Amoxicilina, Piperaciclina/Tazobactam,

Cefalotina, Cefuroxima, Cefuroxima axetil, Ceftriaxona, Cefepima, Ertapenem,
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Meropenem, Amicacina, Gentamicina, acido Nalidixico, Ciprofloxacina, Norfloxacina,
Nitrofurantoina, Trimetropim/ Sulfametoxazol), obedecendo as recomendagfes do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2009).

3 Resultados e Discussao

Das 15 propriedades estudadas, verificou-se a E. coli enterohemorrégica
(EHEC) em seis, sendo isolada em 11% (22/200) dos animais pesquisados. Dos 22
animais em que a EHEC foi isolada, dez eram machos e 12 fémeas. Somente cinco
animais apresentavam idade superior a um ano, tendo o restante menos que quatro
meses. A prevaléncia desse organismo em estudos anteriores (Heuvelink et al., 1999;
Johnsen et al., 2001; Erikkson et al., 2003; Feder et al., 2003) foram menores (0,1 a 6%)
do que o presente estudo. Esses resultados podem ser justificados devido as condigdes
higiénico sanitarias nas criacbes da pesquisa quando comparadas as instalaces
europeias. Apesar da maioria dos animais em que a EHEC foi isolada serem fémeas,
segundo a literatura revisada, ndo ha correlacdo da infeccdo com o sexo.

Em relacdo a sintomatologia clinica, oito propriedades apresentaram historico de
diarreia, inclusive com relato de morte apds quadro diarreico. No momento da coleta,
em duas propriedades, verificou-se diarreia; em uma, exposicao da terceira palpebra e
em uma terceira propriedade ocorreu quadro neuroldgico seguido de morte. Além disso,
15 animais (incluindo os adultos) ndo demonstraram nenhum sinal clinico, bem como
historico de diarreia.

Para Nataro & Kaper (1998) e Paton & Paton (1998), a producdo de uma ou mais
toxinas Shiga, isoladamente, ndo é suficiente para causar doencas, o que pode justificar
o fato de alguns animais ndo apresentarem sinal clinico; além disso, outros fatores
intrinsecos e extrinsecos podem ter sido determinantes, como a idade, o estado
imunitario, nutricional e constituicdo genética dos animais, transferéncia passiva de
anticorpos especificos pelo colostro, contaminacdo ambiental, além de fatores
estressantes como temperaturas extremas, superlotacdo e infecgdes intercorrentes por
outros agentes, além da presenca do plasmidio pO157, que codifica a enterohemolisina
e a producdo de adesinas fimbriais e afimbriais (Santos &Alessi, 2010; Mcgavin &

Zaachary, 2013); o que n&o foi pesquisado no presente estudo.
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A prevaléncia de EHEC em populagdes de suinos clinicamente saudaveis tem
sido relatada em numerosos estudos em varias regides do mundo (Cornick & Helgerson,
2004). Segundo Meng et al. (2014), a prevaléncia da EHEC em suinos saudaveis ¢ alta
quando diagnosticada por PCR (25,42%). Para Rios et al. (1999), EHEC isoladas em
suinos clinicamente saudaveis pode representar um risco potencial para humanos,
embora Meng et al. (2014) considere esse potencial baixo, baseado na comparac¢ao dos
sorotipos e presenca de genes de viruléncia em cepas de suinos e humanas.

Na maioria dos casos positivos da mesma propriedade, os animais estavam
confinados na mesma baia. Cornick & Helgerson (2004) consideram que a E. coli pode
ser transmitida horizontalmente entre suinos alojados em condi¢Bes de confinamento.
Nessas condi¢des, Cornick & Vukhac (2008) sugerem que a transmissao entre suinos
para esse microrganismo ocorre atraves de aerossois contaminados.

As E. coli patogénicas, que nos portadores sadios sdo eliminadas em pequena
quantidade nas fezes, pouco a pouco se enriquecem nas pocilgas contaminadas, e se ndo
forem tomadas medidas adequadas de higiene, podem ser transportadas mecanicamente
para outros lugares através dos proprios animais ou fomites (Langenegger et al., 1974).

Nenhuma das propriedades em que a EHEC foi isolada apresentava contato
direto entre suinos e bovinos, indicando que a infeccdo dessa bactéria se mantém entre
a populacdo de suinos (Cornick & Helgerson, 2004). Inclusive, em alguns trabalhos,
surpreendentemente, a prevaléncia em amostras de suinos (10,8%) foi maior do que em
bovinos (2,9%), sugerindo que suinos podem ser uma fonte importante desse organismo
(Borie, 1997; Ateba & Mbewe, 2011).

Como mencionado anteriormente, em uma das propriedades havia histérico de
animais jovens que ap0s quadro neuroldgico, vinham a 6bito depois de dois dias, no
méaximo. Durante a coleta nessa propriedade, um leitdo, macho, com oito semanas de
idade apresentava esse quadro e foi positivo para EHEC. O que corrobora com Cheng
et al. (2006) que detectaram E.coli enterohemorragica em suinos entre seis a 14 semanas
de idade ou quatro a 15 dias ap6s o desmame.

Os sinais neuroldgicos verificados foram os reportados pela literatura como
incoordenacdo motora, andar em circulos, paresia, desequilibrio, fraqueza, tremores,
movimentos de pedalagem e convulsGes, que de acordo com Cheng et al. (2006) e

Mcgavin & Zaachary (2013) podem ocorrer por encefalomalacia simétrica focal ou
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angiopatia cerebral suina; sendo a morbidade de aproximadamente 35% e mortalidade
100%.

Santos & Alessi (2010), afirmam que nos casos agudos da doenca do edema,
ocorre edema subcutaneo, principalmente palpebras, orelhas, fronte, focinho e labios,
além de historico de diarreia apresentando estrias de sangue; quadro verificado em
animais de outra propriedade estudada e que foi confirmada a presenca da EHEC nas
fezes através da PCR.

Em relacdo a pesquisa de susceptibilidade a antimicrobianos, amostras de oito
isolados referente a oito animais apresentaram resisténcia: uma para trimetoprim-
sulfametoxazol e &cido nalidixico, quatro para trimetoprim-sulfametoxazol e ampicilina
e outras trés para acido nalidixico.

Esse resultado era esperado, ja a E. coli é uma das principais espécies onde
plasmideos contém genes envolvidos no processo de resisténcia mdaltipla aos
antimicrobianos, além de possuir um intervalo entre geracfes muito curto e dispor de
mecanismos de transferéncia de material genético, caracteristicas relacionadas a sua
grande distribuicdo ambiental (Sherley et al., 2004).

Desinfetantes e suplementos alimentares podem apresentar uma importante
forca de selecdo para bactérias resistentes numa criacdo de suinos (Yates et al., 2004).
Entretanto, no estudo, somente 2 propriedades utilizavam desinfetantes para
higienizacdo dos galpdes.

No Brasil, varios autores reportam multirresisténcia de E coli semelhante ao
presente estudo. Silva et al. (2008) observaram multirresisténcia em amostras de E. coli
isoladas em esterqueiras na regido de Concordia, SC, sendo 82,3% resistente a
tetraciclina, 64% ao acido nalidixico, 41% a ampicilina, 36% a sulfa/trimetoprima, 34%
a sulfonamida, 27% ao cloranfenicol, 19% a ciprofloxacina, 16% ao cefaclor, 7,3% a
estreptomicina, 1% a neomicina, 1% a amoxacilina/acido clavulanico e 1% a amicacina.

Na mesma regido, verificou-se que 86,14% das linhagens de E. coli isoladas em
agua subterranea foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados (a4cido
nalidixico, amicacina, amoxacilina, acido clavulanico, ampicilina, cefaclor,
ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, neomicina, sulfonamida,
tetraciclina, tobramicina e trimetropima) (Schneider et al., 2009).

Franco et al. (2010), ao avaliarem a resisténcia antimicrobiana de cepas de E.

coli isoladas de amostras de dejetos e carne suina provenientes dos Estados do Rio de
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Janeiro, Minas Gerais, Paran e Santa Catarina, verificaram resisténcia a pelo menos
sete antibidticos (carbenicilina, ceftazidina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina,
penicilina e rifampicina) usados rotineiramente no tratamento das enfermidades
transmitidas por alimentos de todas as cepas de E. coli patogénicas, sendo sensiveis
apenas a gentamicina e a tobramicina. J4 amostras de 15 granjas localizadas nos Estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Goias; a susceptibilidade
antimicrobiana dos isolados apresentaram niveis de resisténcia superiores a 60% para
amoxicilina, ampicilina, ciprofloxacina, enrofloxacina, estreptomicina e
sulfametoxazole + trimetoprim; sendo os maiores indices (96,3%) observados para
tetraciclina (Sato et al., 2015).

Na China, a maioria das E. coli enterohemorragicas isoladas de suinos foram
resistentes a tetraciclina (79,57%), acido nalidixico (78,49%) e trimetoprim-
sulfametoxazol (73,12%) (Meng et. al, 2014); resultado semelhante ao encontrado em
nosso estudo.

Uma das estratégias mais adotadas para prevenir e controlar diversas infeccdes,
entre elas as enterites, tem sido a terapia antimicrobiana. Entretanto, a falta de critérios
para 0 uso adequado e seguro dos antimicrobianos pode resultar em residuos de
antimicrobianos em produtos de origem animal, a resisténcia bacteriana e a sérios riscos

a salde coletiva (Baccaro et al., 2002).

4 Concluséo

Nesse estudo foram identificadas cepas de Escherichia coli enterohemorragica
isoladas de suinos criados no Estado do Para; chamando atencdo a heterogeneidade e a
higidez dos animais acometidos, o que pode favorecer o aparecimento de diarreias nos
animais e o risco de transmisséo para 0 homem.

Além disso, verificou-se resisténcia e até multiresisténcia dessas cepas
patogénicas a antimicrobianos bastante utilizados na rotina veterinaria, que pode ser
devido a utilizagdo indiscriminada de antibioticos na suinocultura, surgindo uma grande
preocupacdo a respeito da selecdo de genes de resisténcia em bactérias presentes na
microbiota de animais utilizadas como fonte de alimento e da possibilidade da

transferéncia destes genes para bactérias do trato intestinal humano.
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CAPITULO II

Escherichia coli patogenicas e perfil de resisténcia antimicrobiana em suinos criados na
Amazonia oriental, Brasil.
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RESUMO

Na regido Norte, a suinocultura apresenta pouca atencao aos cuidados higiénico-sanitarios, o
que favorece as infeccGes bacterianas entéricas responsaveis por grande impacto na
suinocultura, além de algumas representarem um risco para salde coletiva. No ecossistema
amazonico, pouco se conhece a respeito da ocorréncia de enterobactérias em suinos destinados
ao abate. Deste modo, objetivou-se investigar a ocorréncia de Escherichia coli patogénicas em
suinos criados no Estado do Pard, determinar os fatores de risco para a aquisi¢do dessas cepas
de enterobactérias, além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos..Foram colhidas
200 amostras de fezes (swab retal) de suinos procedentes de 15 propriedades localizadas na
Mesorregido Metropolitana de Belém e do Nordeste Paraense e processadas no Laboratério de
Enterobactérias do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, PA. Para isolamento de E. coli, as
amostras foram semeadas nos caldos EC e GN, incubadas e a seguir semeada em Agar
MacConkey. As coldnias suspeitas foram identificadas em TSI para posterior caracterizacdo
bioquimica. A caracterizacdo do pat6tipo foi realizada a partir da amplificacdo através da
técnica da PCR Multiplex. A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados foi
avaliada utilizando o sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMérieux). Os dados foram
avaliados através Statistical Analysis System (SAS, 2019), utilizando-se o teste qui-quadrado
(x*) com nivel de significancia de 5%. Para determinar os fatores de risco, o teste odds ratios
foi utilizado. Das 200 amostras 40,5% apresentaram E. coli patogénicas isoladas e identificadas
pela PCR, destas, 26% de E. coli enteropatogénicas (EPEC), 11% E. coli enterohemorragicas
(EHEC), e 11% E. coli enteroinvasoras (EIEC). Em relacdo aos fatores de risco pesquisados,
somente a presenca de outras espécies animais e o material dos galpdes do tipo madeira foram
considerados estatisticamente significativos. Entre os isolados de E. coli patogénicas, 72,62%
demonstraram sensibilidade para todos os antimicrobianos testados, 27,38% resisténcia para
pelo menos 1 antimicrobiano testado e 26,19% das amostras apresentaram multirresisténcia. As
maiores resisténcias foram para Ampicilina (22,62%), Trimetoprim Sulfametoxazol (19,04%),
Cefalotina (16,66%) e Acido nalidixico (13,09%). Deste modo, foi possivel verificar a
ocorréncia de E. coli patogénicas em suinos criados no Estado do Para, além da resisténcia
dessas cepas patogénicas a alguns antimicrobianos utilizados na rotina veterinaria, que deve ser
vista com preocupacgédo devido a selecdo de genes de resisténcia em bactérias presentes na
microbiota de animais utilizadas como fonte de alimento.

Palavras-chave: E. coli, Suinos, Antibiograma.
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ABSTRACT

In the northern region, swine production has little attention to hygienic-sanitary care, which
favors enteric bacterial infections that have a great impact on pig production, and some
represent a risk to public health. In the Amazonian ecosystem, little is known about the
occurrence of enterobacteria in slaughter pigs. Thus, the objective was to investigate the
occurrence of pathogenic Escherichia coli in pigs raised in the State of Para, to determine the
risk factors for the acquisition of these strains of enterobacteria, and to verify the antimicrobial
resistance profile. rectal swab from pigs from 15 farms located in the Belém and Northeast
Paraense Metropolitan Mesoregion and processed at the Evandro Chagas Institute
Enterobacterial Laboratory, Ananindeua, PA. For E. coli isolation, samples were sown in EC
and GN broths, incubated and then seeded on MacConkey Agar. Suspected colonies were
identified on IST for further biochemical characterization. The characterization of the pathotype
was performed by amplification using the multiplex PCR technique. Susceptibility to
antimicrobial agents of isolates was evaluated using the automated VITEK® 2 Compact system
(bioMérieux). Data were evaluated using the Statistical Analysis System (SAS, 2019), using
the chi-square test (x2) with a significance level of 5%. To determine the risk factors, the odds
ratios test was used. Of the 200 samples 40.5% presented pathogenic isolated E. coli identified
by PCR, of these, 26% enteropathogenic E. coli (EPEC), 11% enterohemorrhagic E. coli
(EHEC), and 11% enteroinvasive E. coli (EIEC). Regarding the risk factors researched, only
the presence of other animal species and the material of the wood type sheds were considered
statistically significant. Among the pathogenic E. coli isolates, 72.62% showed sensitivity for
all tested antimicrobials, 27.38% resistance for at least 1 tested antimicrobial and 26.19% of the
samples showed multidrug resistance. The highest resistances were for Ampicillin (22.62%),
Trimethoprim Sulfamethoxazole (19.04%), Cephalothin (16.66%) and Nalidixic Acid
(13.09%). Thus, it was possible to verify the occurrence of pathogenic E. coli in pigs raised in
Paréa State, in addition to the resistance of these pathogenic strains to some antimicrobials used
in the veterinary routine, which should be seen with concern due to the selection of resistance
genes in bacteria. present in the microbiota of animals used as a food source.

Keyword: E. coli, Swine, Antibiogram

Introducgéo

As infeccdes bacterianas entéricas sao responsaveis por grande impacto na industria de
suinos em todo o mundo, causando aproximadamente 30% das perdas econdmicas na
suinocultura relacionadas a mortalidade, atraso no crescimento, reducdo da eficiéncia alimentar
e nos custos adicionais com tratamento e alimentacdo (BURCH, 2000). Além disso, alguns
patogenos podem ser potencialmente zoonoticos, representando um risco para saude coletiva
(MENIN et al., 2008).

As infeccBes por Escherichia coli, apesar de ser um problema antigo e muito conhecido
em suinocultura, continuam a ser um desafio para os profissionais da area, ja que 0s niveis
crescentes de resisténcia observados entre as estirpes virulentas limitam cada vez mais as opgdes

de tratamento (BACCARO et al., 2002).
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Uma grande variedade de cepas de E. coli ja foi descrita na literatura, sendo a grande
maioria comensais inofensivos constituintes da microbiota intestinal normal de mamiferos
saudaveis, entretanto, existem cepas patogénicas, que ao adquirir fatores de viruléncia
especificos tornam-se responsaveis por amplo espectro de doencas humanas, que compreende
desde diarreias leves a colite hemorragica, a sindrome hemolitica urémica e a puarpura
trombocitopénica trombdtica (NATARO; KAPER, 1998; PATON; PATON, 1998).

A E. coli é uma das bactérias mais frequentes em surtos alimentares no Brasil, segundo
o0 Ministério da Saude (BRASIL, 2015), atras apenas da Salmonella sp. e Staphylococcus
aureus. Apesar da sorotipagem ocupar uma posicdo central na histéria deste patdgeno, o
diagnostico da infeccdo por E. coli vém sendo cada vez mais direcionado a identificagdo dos
fatores de viruléncia especificos. Essa outra forma de caracterizacdo pode ser realizada por
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), e a partir de genes associados a patogenicidade da
mesma, permite-se definir com preciséo o potencial patogénico (TENG et al., 2004; CHENG et
al., 2006). Deste modo, tém sido desenvolvido protocolos PCR multiplex usando dois ou mais
pares de "primer" para aumentar a especificidade na identificacdo de E. coli patogénica
(FRANCO; LANDGRAAF, 2008).

Baseado nos fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas, epidemiologia e sorotipagem,
as estirpes de E. coli consideradas patogénicas sdo agrupadas em cinco classes de origem
intestinal: EPEC (E. coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EHEC (E. coli entero-hemorréagica) e EAEC (E. coli enteroagregativa)
(JOHNSON; NOLAN, 2009).

No Brasil, o Estado do Paré apresenta 788.692 cabecas de suinos (IBGE, 2017), o que
representa 41% da regido Norte, e no que diz respeito ao ecossistema amazdnico, pouco se
conhece sobre a ocorréncia desse micro-organismo em suinos destinados ao abate, da sua
resisténcia a antimicrobianos e dos fatores de risco, uma vez que a suinocultura na regido Norte
brasileira, diferente da regido Sul e Sudeste, ndo tem passado por incrementos tecnolégicos, e
caracteriza-se por pequenas propriedades, sem acompanhamento técnico e com pouca atengédo
aos cuidados higiénico-sanitarios, criando um ambiente favoravel a disseminacdo de agentes
infecciosos (GALVAO et al., 2006; COSTA, 2009; IBGE, 2015).

Assim, esta pesquisa tem por propésito investigar a ocorréncia de E. coli (EPEC, STEC,
ETEC, EIEC, EAEC) através de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) em suinos criados no
Estado do Pard, além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas patogénicas

e fatores de risco.
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Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética (CEUA) da UFRA: Protocolo 038/2013.
Processo 23084.010923/2013-15.

Foram colhidas 200 amostras de fezes (swab retal) de suinos procedentes de 15
propriedades localizadas nas Mesorregifes: Metropolitana de Belém e Nordeste Paraense, sem
predilecdo por raca, idade ou sexo, com e sem sinais clinicos (diarreia). No momento da coleta,
foram reunidas informacdes sobre o animal, manejo e o ambiente de cada propriedade,
caracterizando os seguintes fatores: tipo de limpeza (com ou sem desinfetante), outras espécies
animais (presenca ou ausencia), material dos galpdes (madeira ou alvenaria), alimentagéo
exclusiva de ragdo (sim ou ndo), presenca de insetos (sim ou nao), qualidade do armazenamento
(boa ou ruim).

As amostras foram processadas no Laboratdrio de Enterobactérias do Instituto Evandro
Chagas (Ananindeua, Pard). O método utilizado para o isolamento dos microrganismos foi a
coprocultura (VU et al., 2004).

Os especimes fecais foram semeados diretamente em Agar MacConkey MC (Difco)
além dos caldos E. coli - EC (Difco) e GN (gram negativo); incubados a 35 °C por 24 horas e a
seguir semeado em Agar MacConkey - MC (Difco). As col6nias com lactose positiva e negativa
foram identificadas em Agar Ferro Trés Aglcares - TSI (Difco) e, posteriormente, foi realizada
a caracterizacdo bioquimica manual segundo Carter (1994) além do sistema automatizado
VITEK® 2 Compact (bioMerieux).

Pesquisa de genes de viruléncia de E. coli

Apos serem estocados em Agar Nutriente (Difco), foram procedido a extracdo de DNA
dos isolados de E. coli, conforme as recomendacgdes de Baloda et al. (1995), para posterior
amplificacdo através da técnica da PCR Multiplex (cepas padrdes no Quadro 1; pares de

iniciadores e seus respectivos alvos e produto de amplificagcdo no Quadro 2).

Quadro 1 - Cepas padrdes utilizadas para controles positivo na PCR Multiplex, conforme o
gene alvo das Escherichia coli diarreiogénicas

Patotipo GENE ALVO Cepa Padréao
EPEC Genes eae (intimina) e bfpA (fimbria) EPEC E2348/69
STEC Gene eae (intimina) e Stx (Stx -1 e Stx -2) EHEC EDL 931
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ETEC Genes elt e est (enterotoxinas) ETEC H10407
EIEC Gene ipaH (plasmidio de invasao) EIEC EC 299/07
EAEC Gene aggR (fimbrias de aderéncia agregativa) EAEC 042

Quadro 2 - Iniciadores utilizados na PCR Multiplex para amplificar fragmentos de diferentes

genes de viruléncia associados a Escherichia coli diarreiogénicas.

Patétipo | Iniciador | Sequéncias (5° - 3”) Gene | Produto de Referéncia
Alvo | Amplificacdo

EPEC pae-1 F: CGAACGGCGATTACGCGAA eae 917 pb Aranda et al., 2004
pae - 2 R: CGAGACGATACGATCGAG

EPEC BFP-1 F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC bfpA 326 pb Aranda et al., 2004
BFP - 2 R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

STEC NTcom-u [F: GAGCGAAATAATTTATATGTG Stx 518 pb Tomas et al., 2003
VTcom -d |R: TGATGATGGCAATTCAGTAT

ETEC [LT-f F: GGCGACAGATTATACCGTGC elt 450 pb Aranda et al., 2004
LT-r R: CGGTCTCTATATTCCCTGTT

ETEC |ST-f F: ATTTTTMTTTCTGATTTRTCTT est 190 pb Aranda et al., 2004
ST -r R: CACCCGGTACARGCAGGATT

EIEC |lpaH-1 [F: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC | ipaH 600 pb Aranda et al., 2004
IpaH -2 [R: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

EAEC RggRks-1 [F: GTATACACAAAAGAAGGAAGC aggR 254 pb Tomas et al., 2003
pggRksa - 2|R: ACAGAATCGTCAGCATCAGC

F: iniciador forward R: iniciador reverse

Todos os testes de PCR foram executados em um volume de 25ul, contendo 2 pl de
DNA bacteriano, 9,5 pl de solucdo A (Tampao, dNTP, MgClI2), 13 pul de solugdo Mix (Primers)
e 0,5 ul de Tag DNA polimerase.

As reacdes da PCR Multiplex foram colocadas no termociclador modelo Veriti ™ 96-
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems - EUA) e submetidas ao seguinte programa de
amplificacdo: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C durante 5 minutos, seguidos por 40
ciclos de desnaturacdo (50 °C durante 1 minuto), hibridizacdo (50 °C durante 1 minuto), e
subsequente extensdo (72 °C durante 1 minuto), além de extensdo final (72 °C durante 7
minutos). A visualizagdo do produto final foi feita a partir de eletroforese em gel de agarose a
2% corado com azul de bromofenol.

Os dados foram tabulados e avaliados através de software estatistico Statistical Analysis
System (SAS, 2019), utilizando-se o teste estatistico qui-quadrado (%) com nivel de
significancia de 5%. Foram comparadas as frequéncias das variaveis positivo e negativo para
as bactérias patogénicas, de acordo com o sexo e idade.

Para determinar os fatores de risco, os resultados dos questionarios foram tabulados e o
teste odds ratios utilizado para cada variavel investigada, calculadas considerando como

variavel dependente o status do animal (positivo ou negativo) para a bactéria patogénica.
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Resultados e discussao

Das 200 amostras de suabes fecais, 40,5% apresentaram E. coli patogénicas isoladas e
identificadas pela PCR, destas, 26% de E. coli enteropatogénicas (EPEC), 11% E. coli
enterohemorragicas (EHEC), 11% E. coli enteroinvasoras (EIEC). Nao foram verificadas E.
coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC).

E importante ressaltar que das 15 propriedades do estudo, 66,6% (10/15) apresentaram
pelo menos um grupo patogénico de E. coli; sendo a EPEC verificada em 60% (9/15) das
propriedades, a EHEC em 40% (6/15) das propriedades e a EIEC em 26,6% (4/15) das
propriedades.

A prevaléncia desse organismo em estudos anteriores (JOHNSEN et al., 2001;
ERIKKSON et al., 2003; FEDER et al., 2003) foram menores (0,1 a 6%) do que o presente
estudo. Essa condicdo pode ser justificada devido as condi¢des higiénico sanitarias nas criacdes
pesquisadas quando comparadas as instalacGes europeias, onde os estudos foram realizados.

Os resultados também foram superiores aos encontrados por Romanholi (2018) a partir
de 120 amostras de fezes de suinos de terminacdo obtidos de abatedouro-frigorifico localizados
na regido da Zona da Mata, no Estado de Minas Gerais, que identificou E. coli diarreiogenicas
em 12 (10%) animais, sendo a maioria EPEC (70,6%) e 29,4% EHEC (5/17), como no presente
estudo.

Diferente da presente pesquisa que ndo verificou ETEC, no Sul do Brasil, avaliou-se a
presenca de diferentes fatores de viruléncia em 152 isolados de E. coli intestinais e extra-
intestinais de suinos pela técnica de PCR multiplex e 25 demonstraram fatores de viruléncia
caracteristicos do patotipo ETEC (GIARDINI et al., 2012).

A E. coli enterotoxigenica também foi mais frequente em outra pesquisa desenvolvida
em oito granjas da regido de Ribeirdo Preto a partir de 223 amostras de fezes de leitdes com
diarreia e 25 ndo diarreicos (ALMEIDA et al., 2007). Provavelmente, essas diferencas ocorrem
pelos outros estudos apresentarem principalmente amostras de animais com diarreia.

Em estudo realizado numa provincia chinesa, Kobayashi et al. (2003) detectaram EHEC
em dez de 169 (6%) e, EAEC em cinco (3%) das amostras fecais, ndo sendo verificado ETEC,
EPEC e EIEC em nenhuma amostra. Tanih et al. (2015) estudaram a prevaléncia de E.coli em
bovinos e suinos abatidos em matadouros no distrito de Vhembe da Africa do Sul; de um total
de 176 amostras de suabes (28 bovinos e 16 suinos) da garupa, flanco, peito e pescoco dos

animais, 104 (67,5%) foram positivas para E. coli e, destas, 13,46% eram patogénicas, sendo
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1,9% enteropatogénica (EPEC), 3,8% enterotoxigénica (ETEC), e 7,6% enteroagregativa
(EAEC).

Em relacdo ao sexo ndo houve diferenca significativa, 42,8% dos machos e 39% das
fémeas foram positivos para E. coli patogénicas (Tabela 1). Segundo a literatura revisada, ndo

ha correlacdo da infeccdo com o sexo.

Tabela 1 — Frequéncia (%) de animais positivos e negativos para E. coli patogénicas de acordo
com 0 sexo em suinos criados no Estado do Para.

Sexo Positivo Negativo
Macho 33 (42,8%) 44 (57,1%)
Fémea 48 (39,0%) 75 (60,9%)

p=0,5911; Qui-quadrado= 0,289.

Entre os animais com idade menor que 6 meses (A), 39,5% foram positivos e 42,2% dos

animais com idade superior a 6 meses (B) apresentaram E. coli patogénicas (Tabela 2).

Tabela 2- Frequéncia (%) de animais positivos e negativos para E. coli patogénicas de acordo
com a faixa etaria em suinos criados no Estado do Para.

Grupo ldade Positivo Negativo
B 30 (42,2%) 41 (57,7%)
A 51 (39,5%) 78 (60,4%)

P=0,7078; Qui-quadrado= 0,140.

A colibacilose em suinos é dividida em trés tipos quanto a faixa etaria: neonatal
(primeiros dias ap6s nascimento), de animais jovens (primeira semana até o desmame) e pos-
desmame; e dependendo dos fatores de viruléncia presente nas cepas, da idade e do estado
imunitario dos animais, podera ocorrer diferentes formas clinicas (SANTOS; ALESSI, 2010).

As cepas de E. coli sdo identificadas como importantes causa de varias doencas em
suinos em todo o mundo, incluindo septicemia neonatal, diarreia neonatal pds-desmame,
doenca do edema, septicemia, poliserosite, mastite, infecgdes do trato urinario, além de poder

colonizar lesbes existentes em outros lugares do corpo ou chegar num quadro crdnico,
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caracterizado por sequelas como méa absor¢do, ma nutricdo, perda de peso e retardo no
crescimento (MINAGAWA, 2007; FAIRBROTHER; GYLES, 2012).

Apesar de ter sido encontrada E. coli do tipo patogénica em 10 propriedades, somente
oito apresentaram histérico de diarreia, inclusive com relato de morte apds quadro diarreico.
No momento da coleta, somente seis animais apresentaram diarreia, trés aparentavam perda de
peso ou retardo no crescimento e trés com caracteristicas clinicas de doenca do edema com
exposicdo da terceira palpebra e quadro neuroldgico seguido de morte. Os outros animais
(incluindo os adultos) em que se isolou E. coli patogénicas ndo demonstraram nenhum sinal
clinico, bem como histérico de diarreia.

A auséncia de sinais clinicos podem ser justificadas ja que fatores intrinsecos e
extrinsecos determinam se a doenca sera produzida pela infeccdo, entre eles, constituicdo
genética do hospedeiro, transferéncia passiva de anticorpos especificos pelo colostro,
contaminacdo ambiental e a condi¢cdo nutricional, além de fatores estressantes como
temperaturas extremas, superlotacéo e infeccdes intercorrentes por outros agentes (McGAVIN;
ZAACHARY, 2013).

De acordo com Teng et al. (2004), a importancia clinica das E. coli enteropatogénicas
(EPEC) tem sido relatada, além de suinos, em coelhos, ruminantes, cées, cordeiros, macacos e
no préprio homem. Contudo, em especial no Brasil, poucos sdo os dados relativos a prevaléncia
da infeccdo por esse patotipo nos suinos.

Adicionalmente, a prevaléncia de EHEC em populacBes de suinos clinicamente
saudaveis tem sido relatada em numerosos estudos em varias regiées do mundo. Inclusive, em
alguns, surpreendentemente, a prevaléncia em amostras de suinos foi maior do que em bovinos,
sugerindo que suinos podem ser uma fonte importante desse organismo em alguns paises
(BORIE, 1997; ATEBA; MBEWE, 2011).

Em relacdo aos fatores de risco pesquisados, somente a presenca de outras espécies
animais e o material das baias do tipo madeira foram considerados estatisticamente
significativos (Tabela 3).

Ja que a E. coli patogénica possui uma variedade de hospedeiros animais que podem
servir de reservatorio e de fonte de contaminacéo para 0 homem e o ambiente (SOUZA et al.,
2016) justifica-se a presenca de outras espécies animais na propriedade ser considerada fator

de risco para ocorréncia de E. coli patogénica.

Tabela 3 - Fatores de risco associados a positividade para E. coli patogénicas nas criacfes de
suinos localizadas em Belém e Nordeste Paraense.
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Variavel de risco oD P

Limpeza com Sim
desinfetante Néo 12236 Do
Outras espécies animais ;Ig:g 3.0564 0,0003
Baias de Madeira Sim 4,7107 <0,0001
Néo
Alimentacédo além de Sim
ragio 1,6441 0,2007
Néo
Presenca de insetos Sim 1,2537 0,7068
Nao
Armazenamento Ruim ;I;) 1,3636 0,3620

As propriedades que possuiam galpdes de madeira também apresentaram maiores
ocorréncias de E. coli patogénica, isso provavelmente deve-se a irregularidade das superficies
de madeira e a propria natureza do material que torna a limpeza mais dificil e, dessa forma,
facilita a proliferagdo bacteriana.

Entre os isolados de E. coli considerados patogénicos, 72,62% demonstraram
sensibilidade para todos os antimicrobianos testados, 27,38% resisténcia para pelo menos um
antimicrobiano testado e 26,19% das amostras apresentaram multirresisténcia.

As maiores resisténcias foram para Ampicilina (22,62%), Trimetoprim Sulfametoxazol
(19,04%), Cefalotina (16,66%) e Acido nalidixico (13,09%). Ademais, 7,14% para
Ciprofloxacina, 5,95% para Cefuroxima, 3,57% para Nitrofurantoina, 2,38% para Ceftriaxona,
para Norfloxacina e para Amoxilina e 1,9% para Ertapenem. Resultados semelhantes de
sensibilidade foram descritos por outros autores estudando amostras de E. coli isoladas de
leitbes com diarreia na regido Sul do Brasil (COSTA et al., 2006).

Franco et al. (2010), ao avaliarem a resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli
isoladas de amostras de dejetos e carne suina provenientes dos Estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Parana e Santa Catarina; verificaram resisténcia a pelo menos sete antibidticos usados
rotineiramente no tratamento das enfermidades transmitidas por alimentos de todas as cepas de
E. coli patogénicas, sendo sensiveis apenas a Gentamicina e a Tobramicina.

Ainda no Brasil, observou-se perfil de multirresisténcia em amostras de E. coli isoladas
em esterqueiras na regido de Concérdia (SILVA et al., 2008). Na mesma regido, verificou-se
que 86,14% das linhagens de E. coli isoladas em agua subterranea foram resistentes a pelo
menos um antimicrobiano (SCHNEIDER; NADVORNY; SCHMIDT, 2009).
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Na analise de amostras referente a 15 granjas de suinos localizadas nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Goids; a susceptibilidade antimicrobiana
dos isolados apresentaram niveis de resisténcia superiores a 60% para Amoxicilina, Ampicilina,
Ciprofloxacina, Enrofloxacina, Estreptomicina e Sulfametoxazole + Trimetoprim; sendo o0s
maiores indices (96,3%) observados para Tetraciclina (SATO et al., 2015).

Menin et al. (2008), ao pesquisar resisténcia antimicrobiana de amostras de E. coli
isoladas de leitdes com diarreia em Santa Catarina, verificaram menores freqiiéncias de
resisténcia para Neomicina (55%), Ceftiofur (57,4%) e Gentamicina (62,7%) (apesar do uso
intenso na suinocultura) e maiores taxas de resisténcia para Oxitetraciclina (94%), Tetraciclina
(89,5%) e norfloxacina (83,3 %).

Em Ribeirdo Preto, Almeida et al. (2007) observaram resisténcia para Novobiocina
(100,0%), Lincomicina (96,4%), Penicilina G (90,0%), Ampicilina (73,6%), Tetraciclina
(65,7%), Cloranfenicol (65,7%) e Gentamicina 42,2% a partir de 131 cepas de E. coli
provenientes de suinos clinicamente sadios e com diarreia. Ja em Minas Gerais, Romanholi
(2018) encontrou 100% de 37 isolados (patogénicos e nao patogénicos) de suinos
multirresistentes aos antibidticos Ampicilina, Tiamulina, Acido nalidixico e Tetraciclina.

A diferenca dos resultados entre as pesquisas mencionadas e 0 presente estudo era
esperada, ja que o perfil de resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos possui grande
variacdo devido estrita relagdo com o historico de utilizacdo de antimicrobianos de cada
populacdo e regido.

Nos Estados Unidos foi desenvolvido um estudo em que se coletou fezes ao longo de
um ano dos trés principais estados produtores de suinos (lowa, Norte Carolina e Minnesota) e
a E. coli foi mais frequentemente resistente a tetraciclina (89%) e as sulfonamidas (33%)
(ABLEY et al., 2013). Mesmos achados foram obtidos em amostras de animais submetidos ao
abate em Portugal (PENA et al., 2004).

De acordo com Sherley et al. (2004), o principal mecanismo de transferéncia da multi-
resisténcia aos antimicrobianos em E. coli parecem ser os plasmideos. Estes elementos podem
ser transferidos via conjugacdo entre duas bactérias pela formagdo de uma pili F. Associado a
isto, os plasmideos podem facilmente receber outros genes de resisténcia aos antimicrobianos
via integracdo mediada por integrons e transposons.

Desinfetantes e suplementos alimentares sdo utilizados em algumas das propriedades do
estudo e para Yates et al. (2004) podem apresentar uma importante forca de selecdo para

bactérias resistentes numa criagao de suinos.
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E importante destacar 2 amostras (blse tipo ctx-m beta-lactamase de espectro estendido)
consideradas resistentes aos beta-lactdmicos. Segundo Silva e Lincopan (2012), as Beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) tornaram-se o principal problema de saude publica
no que diz respeito as infecgdes nosocomiais e comunitarias por membros da familia
Enterobacteriaceae. Infelizmente, ndo existem programas de vigilancia de abrangéncia nacional
referentes a resisténcia bacteriana e seus mecanismos, tornando dificil estimar a propor¢édo de
produtores de ESBL no Brasil. Para os mesmos autores, as enzimas pertencentes a familia CTX-
M séo predominantes na América do Sul, assim como na Espanha e Leste europeu.

As estirpes de E. coli produtoras de CTX-M-2 foram as mais prevalentes em uma
pesquisa em Minas Gerais que avaliou a ocorréncia de estirpes produtoras de ESBL através de
400 suabes retais de suinos provenientes de 39 granjas localizadas em Minas Gerais, Sdo Paulo,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Mato Grosso, Parana e Distrito Federal (SILVA, 2011).

A producéo de CTX-M-2 também tem sido reportada em cepas de Salmonella enterica
originadas de produtos de origem aviaria (frango e ovos) e fontes relacionadas (granjas
produtoras de frango e peru) em diferentes estados brasileiros, inclusive Parand e Santa
Catarina, os maiores produtores de carne de frango do pais (SILVA et al., 2010).

De acordo com Marshall e Levy (2011), o uso ndo controlado de antibi6ticos em animais
de producdo é preocupante ndo pela perspectiva da clinica veterinaria, mas de um aspecto
zoondtico também, uma vez que pode contribuir para a prevaléncia de resisténcia nas cepas
humanas de E. coli, bem como em um padrao similar.

Concluséo

Nesse estudo foram identificadas cepas de Escherichia coli enteropatogenica,
enterohemorragica, enteroinvasoras isoladas de suinos criados no Estado do Parg; chamando
atencdo a heterogeneidade e a higidez dos animais acometidos, o que pode favorecer o
aparecimento de diarreias nos animais € o risco de transmissdo para 0 homem.

Além disso, verificou-se resisténcia e até multiresisténcia dessas cepas patogénicas a
antimicrobianos bastante utilizados na rotina veterinaria, que pode ser devido a utilizagdo
indiscriminada de antibidticos na suinocultura, surgindo uma grande preocupacao a respeito da
selecdo de genes de resisténcia em bactérias presentes na microbiota de animais utilizadas como
fonte de alimento e da possibilidade da transferéncia destes genes para bactérias do trato

intestinal humano.
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RESUMO

A suinocultura da regido Norte apresenta pouca atencdo aos cuidados higiénico-sanitarios, o
que favorece as infecg¢fes bacterianas entéricas responsaveis por grande impacto na inddstria
de suinos em todo o mundo, além de risco para a salude coletiva. No ecossistema amazo6nico,
pouco se conhece a respeito da ocorréncia de enterobactérias em suinos destinados ao abate.
Deste modo, objetivou-se investigar a ocorréncia de Salmonella sp. em suinos criados no Estado
do Para, além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos dessas cepas patogénicas.
Foram colhidas 200 amostras de fezes (swab retal) de suinos procedentes de 15 propriedades
localizadas no Estado do Para e processadas no Laboratério de Enterobactérias do Instituto
Evandro Chagas, Ananindeua, PA. Para o isolamento de Salmonella sp., amostras foram
inoculadas nos caldos de enriquecimento Selenito Cistina e Rappaport e, apds incubacao, foram
semeadas nos meios de cultura seletivos- indicadores SS e em agar Xilose-Lisina-
Descarboxilato (XLD). Col6nias suspeitas foram identificadas em TSI para posterior
identificacdo bioquimica e confirmados por PCR. A susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos dos isolados foi avaliada utilizando o sistema automatizado VITEK® 2
Compact (bioMérieux). Os dados foram tabulados e avaliados através de software
estatistico Statistical Analysis System (SAS, 2001), utilizando-se o teste estatistico qui-
quadrado (x%) com nivel de significAncia de 5%. Das 15 propriedades estudadas, em quatro
verificou-se a Salmonella, sendo isolada em 3,0% (6/200) dos animais pesquisados. Destes, 3
Salmonella enterica sorovar Arizonae; 2 S. enterica sorovar Diarizonae e 1 S. enterica sorovar
Newport. O antibiograma das linhagens de Salmonella sp. isoladas demonstrou 100% de
resisténcia a Cefalotina, Cefuroxina, Cefaxetil, Amicacina e Gentamicina, além de 16% a
Amoxicilina.

Palavras-chave: Salmonelose, Suinos, Antibiograma
ABSTRACT

Pig farming in the North region has little attention to hygienic and sanitary care, which favors
enteric bacterial infections that have a major impact on the pig industry worldwide, as well as
a risk to public health. In the Amazonian ecosystem, little is known about the occurrence of
enterobacteria in slaughter pigs. Thus, the objective was to investigate the occurrence of
Salmonella sp. in pigs raised in the State of Para, in addition to verifying the antimicrobial
resistance profile of these pathogenic strains. 200 swine fecal swine samples were collected
from 15 farms located in the State of Para and processed at the Evandro Chagas Institute
Enterobacterial Laboratory, Ananindeua, PA. For isolation of Salmonella sp., Samples were
inoculated into the Selenite Cystine and Rappaport enrichment broths and, after incubation,
were sown in the selective culture media SS indicators and on Xylose-Lysine Descarboxylate
(XLD) agar. Suspicious colonies were identified on TSI for later biochemical identification and
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confirmed by PCR. The susceptibility to antimicrobial agents of the isolates was evaluated
using the automated VITEK® 2 Compact system (bioMérieux). Data were tabulated and
evaluated using statistical software Statistical Analysis System (SAS, 2001), using the chi-
square statistical test (¥2) with a significance level of 5%. Of the 15 properties studied, four
were found Salmonella, being isolated in 3.0% (6/200) of the animals surveyed. Of these, 3
Salmonella enterica serovar Arizonae; 2 Salmonella enterica serovar Diarizonae and 1
Salmonella enterica serovar Newport. The antibiogram of Salmonella sp. isolates demonstrated
100% resistance to cephalothin, cefuroxin, cefaxetil, amikacin and gentamicin, and 16%
resistance to amoxicillin.

Keywords: Salmonellosis, Swine, Antibiogram

Introducéo

A Salmonella sp. pertence a familia Enterobacteriaceae, bactéria gram-negativa,
anaerobia facultativa, ndo formadora de esporos, apresenta forma de bastonetes curtos (2-4 x
0,5 um), geralmente, moveis (possuindo flagelos peritriquios), ndo fermentadoras de lactose e
sacarose, capazes de utilizar citrato como unica fonte de carbono e produzir gas a partir da
glicose, é oxidase negativa e catalase positiva, geralmente produzem sulfureto de hidrogeénio,
também descarboxila a lisina e a ornitina, e ndo hidrolisa a ureia (QUINN et al., 2005;
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Durante sua evolucdo, este género vem se adaptando a diferentes ambientes através da
modulacdo na expressdo de seus genes, propriedade essencial para a sua patogenicidade
(LOPEZ et al., 2012).

Amplamente difundida na natureza, e predominantemente encontrada na agua, solo, em
aves, ovos, produtos lacteos (BRASIL, 2015; WHO, 2015), além de frutas e vegetais frescos
(PUI et al., 2011); sendo os animais de producdo a principal fonte de infeccdo (ENG et al.,
2015).

Consideradas enteroinvasivas, todas as espécies conhecidas de Salmonella sp. sdo
patogénicas, causando diarreia aguda e crdnica, além de morte em vérias espécies animais € em
seres humanos (McGAVIN; ZAACHARY, 2013).

A salmonelose é uma zoonose de importancia mundial, considerada uma das principais
toxinfeccdes alimentares em humanos (BOLLAERTS et al., 2008), sua ampla distribuicdo entre
0s animais e sua permanéncia no ambiente contribuem para gque este microrganismo assuma
papel importante na saude publica (WEISS et al., 2002). Na Unido Europeia, Carrasco et al.
(2012) relataram 131.468 casos humanos em um ano e 45.735 casos foram notificados nos
Estados Unidos (CDC, 2013).
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No Brasil, entre os anos de 2000 e 2015, foi o principal agente etioldgico identificado
nos surtos notificados, sendo detectada em 14,7% dos casos e entre os tipos de alimentos
envolvidos, a carne suina e seus derivados corresponderam a uma parcela de 2,1% dos casos
em que foi possivel a identificacdo do alimento envolvido no surto (BRASIL, 2015).

Entretanto, para a maior parte dos animais de producédo, geralmente esta enterobactéria
estabelece clinicamente infeccdo inaparente de duracéo variavel e, em condicdes de estresse,
0s sorovares considerados ndo patogénicos podem também causar a doengas (FORSHELL,;
WIERUP, 2006).

No ecossistema amazbnico, pouco se conhece a respeito da ocorréncia dessa
enterobactéria em suinos destinados ao abate, uma vez que a suinocultura na regido Norte
brasileira, diferente da regido Sul e Sudeste, ndo tem passado por incrementos tecnoldgicos,
caracterizando-se por pequenas propriedades, como producdo de subsisténcia através da
comercializacdo regular ou esporadica em mercados consumidores locais, sem
acompanhamento técnico e com pouca atencao aos cuidados higiénico-sanitarios, criando um
ambiente favoravel & disseminacdo de agentes infecciosos (GALVAO et al., 2006; COSTA,
2009; IBGE, 2015).

Deste modo, objetivou-se investigar a ocorréncia de Salmonella sp. em suinos criados
no Estado do Para, além de verificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos dessas cepas
patogénicas.

Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética (CEUA) da Universidade Federal Rural
da Amazonia - UFRA, Protocolo 038/2013, e processo 23084.010923/2013-15.

Foram analisadas amostras fecais (swab retal) de 200 suinos procedentes de 15
propriedades localizadas nas Mesorregifes: Metropolitana de Belém e Nordeste Paraense, sem
predilecdo por raca, idade ou sexo, apresentando ou nao diarreia.

As amostras foram processadas no Laboratorio de Enterobactérias do Instituto Evandro
Chagas (Ananindeua, Para). O método utilizado para o isolamento dos microrganismos foi a
coprocultura (VU et al., 2004).

Os espécimes clinicos foram inoculados diretamente no 4gar Salmonella Shigella (SS
Difco), nos caldos de enriquecimento Selenito Cistina e Rappaport. Decorrido o periodo de

incubacgéo a 35-37 °C /24 h para o primeiro e 42 °C/24h para o segundo, as amostras foram
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semeadas nos meios de cultura seletivos- indicadores SS e em 4&gar Xilose-Lisina-
Descarboxilato (XLD), visando isolamento de Salmonella sp.

Ap0s identificacdo presuntiva em TSI, cada amostra bacteriana sugestiva do género
patogénico foi repicada para agar nutriente afim de realizar a identificacdo bioquimica. Quando
a série bioquimica correspondeu ao género Salmonella spp., amostra do meio TSI foi diluida
em solucdo salina 0,45% e processada em método automatizado VITEK Il (Biomérieux) para
confirmacéo.

As colbnias positivas para salmonela spp. foram testadas com soros polivalentes anti-
Salmonella antigeno flagelar (Salmonella H - antiserum a-z, Difco) e antigeno somaético
(Salmonella O - antiserum poly A-1 & VI, Difco) para classificagdo em sorogrupos segundo
recomendacdes de Ewing (1986).

Os isolados suspeitos de Salmonella sp. foram testados por PCR através do gene invA
para confirmagao.

O DNA das amostras bacterianas foi extraido pela técnica de fervura e congelamento.
Na PCR foram utilizados os iniciadores F CGAGCAGCCGCTTAGTATTGAGR e R
CCATCAAATTAGCGGAGGCTTC com 881 pb para a regido do gene invA (KUMAR et al.,
2006).

Cada reacdo de amplificacdo teve um volume final de 25 uL, contendo 2 uL. de DNA,
16 uL de H20, 0,75 uLL MgCly, 2,5 uL de solugdo tampao, 1,25 uL. de cada dNTP, 1,0 uL de
cada primer e 0,5 unidade de Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen). As amplificacGes
foram realizadas em termociclador automatico de gradiente modelo Vereti™ 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems — US), com a utilizagdo do programa: 4 min a 95° C, 35 ciclos com
de 1 min a 95° C, 1 min a 60° C e 1 min a 72° C, terminando com uma etapa de alongamento
final de 7 mina 72° C.

Apds a amplificacdo, para visualizacdo do produto final da PCR, todas as amostras
foram aplicadas em gel de agarose (2%) e corado com azul de bromofenol. Os tamanhos dos
fragmentos amplificados foram mensurados com a utilizagdo de marcador de peso molecular 1
Kb.

A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados confirmados foi avaliada
utilizando o sistema automatizado VITEK®2 Compact (bioMérieux) com cartdo de 21
antimicrobianos (BLSE, Ampicilina, Amoxicilina, Piperaciclina/Tazobactam, Cefalotina,
Cefuroxima, Cefuroxima axetil, Ceftriaxona, Cefepima, Ertapenem, Meropenem, Amicacina,

Gentamicina, acido Nalidixico, Ciprofloxacina, Norfloxacina, Nitrofurantoina, Tetraciclina,
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Trimetropim/Sulfametoxazol), obedecendo as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (2009).

Os dados foram tabulados e avaliados através de software estatistico Statistical Analysis
System (SAS, 2001), utilizando-se o0 teste estatistico qui-quadrado (y?) com nivel de
significancia de 5%. Foram comparadas frequéncias das variaveis positivo e negativo para as
bactérias patogénicas, de acordo com o sexo e idade.

Resultados e Discussao

Das 15 propriedades estudadas, em quatro verificou-se a Salmonella sp., sendo isolada
em 3,0% (6/200) dos animais pesquisados. Destes, 3 Salmonella enterica subespécie arizonae;
2 Salmonella enterica subespécie diarizonae e 1 Salmonella enterica subespécie enterica.

No Brasil, h4 varios relatos de ocorréncia deste patdgeno associado a espécie suina
demonstrando prevaléncias variando de 16,6% (SILVA et al., 2009) a 83,33% (CASTAGNA
et al., 2004). Segundo Silva et al. (2018), essa variacdo ocorre devido aos fatores regionais,
manejo, animais e ao tipo de exploracdo utilizada, além dos métodos de deteccdo utilizados e
0s tipos de amostras analisadas.

S. enterica subsp. diarizonae, isolada na presente pesquisa, € conhecida por causar
infeccBes em animais ectotérmicos (SCHROTER, 2004), no entanto o potencial patogénico
deste microrganismo para o homem ja é conhecido (HOAG; SESSLER 2005; STARAKIS et
al. 2007).

Apesar de alguns sorovares da S. enterica subsp. diarizonae serem considerados
adaptados aos ovinos (REGENSCHEIT et al., 2017), € importante ressaltar que ndo havia
criacdo de ovinos na propriedades em que a S. enterica subsp. diarizonae foi isolada. Para
Schnydrig et al. (2018), essa subespécie pode ser encontrada nas fezes de portadores saudaveis
e de ovelhas com salmonelose, embora possa causar aborto, natimorto, diarréia, rinite
proliferativa cronica, orquite, epididimite. Em humanos tambem foram relatadas, embora seu
potencial zoondtico seja geralmente considerado baixo (SOREN et al., 2015).

A S. enterica subsp. arizonae também ja foi isolada em 13 de 123 suinos abatidos na
Grécia central (EVANGELOPOULOU et al., 2014). Em humanos, Schneider et al. (2009)
relatam S. enterica subsp. arizonae como causadoras de infecgbes osteoarticulares
principalmente em criancas jovens e adultos imunocomprometidos. Mahajan et al. (2003)

relataram um caso fatal de gastroenterite causada por S. enterica subsp. arizonae em uma
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crianga de 3 meses de idade com microcefalia. De acordo com 0s mesmos autores, embora 0s
casos humanos devido a este organismo sejam extremamente raros, ele pode infectar criangas
pequenas e individuos imunocomprometidos sendo a gastroenterite a apresentacdo mais
comum; além de peritonite, pleurite, osteomielite, meningite e bacteremia. Para Nuhu et al.
(2017) a Salmonella arizonae deve ser considerada uma das principais causas de infeccdo
bacteriana de trato urinario.

Para Mcgavin e Zaachary (2013) o sorovar mais frequente envolvido com a espécie
suina é a S. Choleraesuis. Varios sorotipos ja foram verificados na espécie suina no Brasil: No
Rio Grande do Sul foram colhidas amostras de fezes de lote de suinos em 10 granjas
terminadoras, sendo encontrados 8 sorotipos de Salmonella (Agona, Bredeney, Lexington,
London, Mbandaka, Panama, Schwartzengrund e Salmonella sp.), sendo Agona e Bredeney os
mais encontrados. Na colheita individual realizada, todas as granjas amostradas foram positivas
(WEISS et al., 2002). Ainda no Rio Grande do Sul, Bessa, Costa e Cardoso (2004) verificaram,
a prevaléncia de 55,66% de animais positivos, ao testarem linfonodos mesentéricos, fezes e
conteddo intestinal, sendo os principais sorovares Typhimurium (24,3%) e Agona (19,9%).

Em Santa Catarina, Kich et al. (2011) observaram prevaléncia de 90% de animais
positivos para amostras de swabs do assoalho da laringe e 67% para linfonodos mesentéricos,
sendo os sorovares Typhimurium (50,7%) e Panama (28,5%) os mais encontrados. E no Estado
do Mato Grosso, Silva et al. (2009), ao pesquisarem em linfonodos mesentéricos e tonsilas,
detectaram 16,6% de animais positivos, sendo os sorovares Derby (16%) e Typhimurium (14%)
os mais frequentes

Na China, Bai et al. (2015) verificaram S. enterica sorovar Enteritidis, S. enterica
sorovar Hadar e S. enterica sorovar Indiana como predominantes em amostras de frango
enquanto S. enterica sorovar Typhimurium, S. enterica sorovar Derby e S. enterica sorovar
Enteritidis em amostras de suinos.

Em geral, a infeccéo por Salmonella sp. determina manifestac6es subclinicas em suinos,
sendo poucos sorotipos, como o Choleraesuis e 0 Typhimurium, 0s que constituem causa
significativa de doenca (SOBESTIANSKY et al., 1999).

De acordo com Fedorka-Cray (1996), em suinos, poucos sorotipos sdo causa de doenga
clinica, o que pode justificar o fato de apenas 1 animal, dos 6 animais em que a Salmonella sp.
foi isolada, ter apresentado diarreia. Entretanto, é importante ressaltar que o0 mesmo autor relata

que 0s sorotipos que nao estdo associados a esses quadros sdo 0s principais envolvidos na

80



contaminagdo da carne suina e seus produtos; o que gera preocupacdo em relacdo a saude
publica.

Ademais, sabe-se que diferentes e maltiplos fatores podem influenciar a dindmica da
colonizacdo de Salmonella sp. em suinos, incluindo caracteristicas do patégeno (mecanismos
de viruléncia, dosagem de exposicao), resposta imune do animal e interacdo complexa entre o
patdgeno e a microbiota intestinal (BEARSON et al., 2013).

Em relacdo a faixa etaria dos animais acometidos, trés apresentavam idade superior a
um ano e trés idade menor que seis meses, diferindo em parte da literatura, que reporta a
infeccdo em suinos principalmente na idade de quatro a oito semanas e a relaciona
principalmente ao sorotipo Typhimurium podendo ser sintomatica ou assintomatica (PARK;
RYU, 2000; SILVA et al., 2009).

De acordo com Mcgavin e Zaachary (2013) na septicemia hiperaguda causada por
Salmonella sp., os animais jovens sdo os mais afetados, sendo geralmente fatal paraosde 1 a 6
meses de idade ocorrendo por coagulacdo intravascular disseminada, entretanto, dentre 0s
animais positivos, nenhum veio a 6bito com diarreia. Segundo esses autores, a forma de
ocorréncia da salmonelose (septicémica, entérica aguda, ou entérica crénica) depende da dose
de desafio da bactéria, exposicdo prévia a bactéria e fatores de estresse (superpopulacéo,
transporte, temperaturas extremas, mudancas na dieta, gestacédo, cirurgia), o que também pode
justificar a auséncia do quadro clinico.

Quando sintomatica, os animais apresentam decréscimos no desempenho de
crescimento por gastroenterite autolimitante (FARZAN; FRIENDSHIP, 2010; ROSTAGNO;
CALLAWAY, 2012), o que foi verificado em um dos animais.

E importante ressaltar que as quatro propriedades em que o enteropatogeno foi isolado
apresentavam outras espécies animais (aves, caninos, felinos e bovinos), fator que pode ter sido
fundamental para a ocorréncia da Salmonella sp. nessas propriedades, uma vez que entre 0s
fatores de risco, 0 contato com outras espécies animais podem ser representativos, ja que todos
0s vertebrados séo suscetiveis a infeccdo (FUNK; DAVIES; GEBREYES, 2001). Embora essa
relagdo néo tenha sido encontrada em outra pesquisa (KABAGAMBE et al., 2000).

Outros fatores de risco descritos na literatura séo: a densidade do rebanho, em que a
maior prevaléncia de salmonelose é associada a maiores densidades (FUNK; DAVIES;
GEBREYES, 2001); além da presenca de espécies de invertebrados, que segundo Liebana et
al. (2003), podem servir como reservatdrios ou vetores potenciais para a bactéria. Uma das

propriedades em que se isolou o patégeno, havia grande quantidade de moscas.
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Vaérios estudos vém apontando o isolamento de cepas de Salmonella sp.
multirresistentes, incluindo as principais drogas de escolha nas préaticas terapéuticas para
protocolos veterinarios e humanos (EFSA, 2014). O antibiograma das linhagens de Salmonella
sp. isoladas demonstrou 100% de resisténcia a Cefalotina, Cefuroxina, Cefaxetil, Amicacina e
Gentamicina, além de 16% a Amoxicilina. Weiss et al. (2002) verificaram 97,8% de resisténcia
a sulfonamida, 82,6% a estreptomicina, 36,9% a tetraciclina e 15,2% a sulfazotrim no Rio
Grande do Sul.

Ao testarem resisténcia dos isolados de S. enterica subsp. arizonae para 23
antimicrobianos, Evangelopoulou et al. (2014) concluiram que a carne de porco pode
desempenhar um papel na transmissao de S. enterica subsp arizonae resistente aos antibioticos
para consumidores humanos. J& que encontraram resisténcia para 70,8% dos antibidticos, sendo
os mais valores encontrados para sulfametoxazol-trimetoprim (71,4%), tetraciclina (71,4%),
ampicilina (64,3%) e amoxicilina (57,1%).

No Brasil, diferentes sorotipos de Salmonella sp. isolados de suinos no Rio Grande do
Sul apresentaram resisténcia a sulfonamidas (83,9%), tetraciclina (37,4%), cotrimoxazol
(25,2%), ampicilina (20,2%), cloranfenicol (16,1%), estreptromicina (14,1%) e acido nalidixico
(10,1%), sendo 24,2% resistentes a varias drogas (CASTAGNA et al., 2001). Em suinos
abatidos em S&o Paulo e Santa Catarina, Guerra Filho et al. (2016) verificaram Salmonella sp.
em 10% das amostras de fezes e linfonodos, e todas apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano testado, sendo 90% resistente a pelo menos quatro antimicrobianos.

Schmidt e Cardoso (2003), ao analisarem amostras de Salmonella sp. isoladas de
sistema de tratamento de dejetos suinos localizado no sul do Brasil, verificaram resisténcia
contra sulfonamida (100%), tetraciclina (99,4%), estreptomicina (90,1%), sulfa/ trimetoprima
(84,5%), acido nalidixico (77,6%), ampicilina (76,4%), cloranfenicol (29,2%), cefaclor
(25,5%), tobramicina (13,7%), gentamicina (6,2%), amoxacilina/acido clavulanico (5%),
neomicina (5%) e amicacina (3,7%).

Em Santa Catarina, Menin et al. (2008) verificaram baixa frequéncia de resisténcia a
gentamicina (3,5%) amoxicilina (4,8%) e neomicina (6,2%) e maior resisténcia a oxitetraciclina
(77%), tetraciclina (42,1%) e norfloxacina (39,3%). Nos Estados Unidos foi realizada pesquisa
em que se coletou fezes ao longo de um ano dos trés principais estados produtores de suinos
(lowa, Carolina do Norte e Minnesota) e o género foi mais frequentemente resistente a
tetraciclina (76%), ao sulfisoxazol (59%) e a estreptomicina (55%) (ABLEY et al., 2013).
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Nas Filipinas Calayag et al. (2017), analisaram linfonodos e jejuno de 240 suinos, e
destes, resultaram 183 isolados de S. enterica que revelaram alta resisténcia a ampicilina
(67,8%) e trimetoprim / sulfametoxazol (80,3%). Na China, destacou-se resisténcia a
ciprofloxacina (10,0%) e Cefotaxime (8,6%), além de multiresisténcia de 57, 1% dos isolados
suinos (BAI et al., 2015). J& na Tailandia, estudo de Boonkhot, Tadee e Patchanee (2015)
demonstraram que quase 90% de Salmonella sp. eram resistentes a pelo menos 1 antimicrobiano
e 72% eram resistentes a multiplos farmacos.

E perceptivel a crescente preocupacio em relacdo ao surgimento mundial de fen6tipos
multirresistentes entre sorotipos de Salmonella sp., como S. Typhimurium, S. Enteritidis e S.
Newport, principalmente, resisténcia a quinolonas, fluoroquinolonas ou cefalosporinas de
espectro estendido, como ceftiofur e ceftriaxona. Recentemente, a ocorréncia de isolados
resistentes a estes antibioticos aumentaram. Portanto, 0 monitoramento continuo de sua
prevaléncia e resisténcia no fornecimento de alimentos é necessario devido as implicacdes de
salde publica de uma disseminacdo potencial de microorganismos resistentes. Além disso, uma
abordagem de manejo de animais, como controle rigoroso de agentes antimicrobianos na
industria animal, diagndstico clinico e microbioldgico precoce, tratamento adequado e
implementacdo de padrdes sanitarios rigorosos também sdo necessarios para reduzir
significativamente a carga global de salmonelose considerando sua importancia na saude
humana (HUR; JAWALE; LEE, 2012).

Concluséo

Foi possivel verificar a ocorréncia de Salmonella sp. em suinos criados no Estado do
Par4, ratificando a importancia da espécie como reservatério de Salmonella sp., funcionando
como fonte de infec¢do para o humano de forma direta, devido a eliminacdo do agente nas
fezes, ou indireta, por contaminagdo cruzada entre manipuladores ou equipamentos
contaminados e carcacas ou produtos derivados.

Deste modo, a prevaléncia de Salmonella sp. em suinos destinados ao abate é
preocupante do ponto de vista sanitario, uma vez que a chegada desses portadores nos
abatedouros, podem resultar em contaminagéo cruzada.

Além disso, constatou-se resisténcia dessas cepas patogénicas a alguns antimicrobianos
bastante utilizados na rotina veterinaria, surgindo uma grande preocupacao a respeito da selecéo

de genes de resisténcia em bactérias presentes na microbiota de animais utilizadas como fonte
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de alimento e da possibilidade da transferéncia destes genes para bactérias do trato intestinal

humano.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As informacdes sobre a ocorréncia de enterobactérias patogénicas em suinos no ambito
Amaz0nico sdo escassas, deste forma, surgiu a proposta do presente estudo determinar o perfil
epidemioldgico atual, detectando a presenca dos diferentes patotipos de Escherichia coli
(EPEC, STEC, ETEC, EIEC, EAEC) e Salmonella sp. através de Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR) em amostras de fezes de suinos criados no Estado do Para, além de avaliar o perfil de
resisténcia antimicrobiana das bactérias patogénicas isoladas.

Os resultados obtidos neste estudo comprovaram a ocorréncia dos enteropatégenos
E.coli (EPEC, EHEC e EIEC) e Salmonella sp. em suinos procedentes da regido Amazénica do
Estado do Pard, Brasil. Na pesquisa realizada em 200 amostras fecais, foi possivel observar a
presenca de E. coli patogénicas isoladas e identificadas pela PCR em 40,5% (81/200), além de
Salmonella sp. em 3% (6/200). Também foi observada infec¢do concomitante para ambos 0s
agentes.

Deste modo, o0s suinos podem ser considerados importantes reservatorios
de enteropatdgenos, funcionando como fonte de infeccdo para o humano de forma direta,
devido a eliminacdo do agente nas fezes, ou indireta, por contaminagdo cruzada entre
manipuladores ou equipamentos contaminados e carcagas ou produtos derivados.

Também foi possivel verificar resisténcia e até multiresisténcia dessas cepas
patogénicas a antimicrobianos bastante utilizados na rotina veterinaria, que pode ser devido a
utilizacdo indiscriminada de antibidticos na suinocultura. Assim, surge uma grande
preocupacao a respeito da selecdo de genes de resisténcia em bactérias presentes na microbiota
de animais utilizadas como fonte de alimento e da possibilidade da transferéncia destes genes
para bactérias do trato intestinal humano.

Devido as mudancas constantes no perfil e no padrdo de multirresisténcia que as
enterobacterias sofrem nas criacbes de suinos, torna-se fundamental o monitoramento das
caracteristicas de resisténcia fenotipicas e genotipicas desses agentes patogénicos.

Finalizando, faz-se referéncia que a presente tese é composta de trés artigos:

O 1° Artigo (Escherichia coli enterohemorragica e perfil de resisténcia
antimicrobiana de suinos, criados na Amazonia oriental, Brasil), sera publicado na Revista

de Ciéncias Agrarias (Amazonian Journal of Agricultural and Environmental Sciences),
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e trata principalmente do aspecto clinico da infec¢do da Escherichia coli enterohemorragica
verificada em propriedades localizadas no Estado do Para.

O 2° Artigo (Escherichia coli patogenicas e perfil de resisténcia antimicrobiana em
suinos criados na Amazonia oriental, Brasil) que destaca a ocorréncia dos patotipos da E.
coli na espécie suina diagnosticados a partir da técnica PCR multiplex, o perfil dos animais
acometidos, bem como a resisténcia & antimicrobianos e fatores de risco para infecgao.

O 3°artigo (Salmonella sp. em suinos criados no Estado do Pard) relata a ocorréncia
da Salmonella sp. na espécie suina diagnosticado a partir da técnica PCR, os sorotipos
encontrados, o perfil dos animais em que o patgeno foi isolado, bem como a resisténcia desses
microorganismos & antimicrobianos.

Adicionalmente, outro artigo cientifico que abordara a parte do sequenciamento das

amostras sera elaborado, ja que os resultados ainda estdo sendo processados.
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