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RESUMO

Escherichia coli € um importante agente causador de enterite em leitdes, sendo a infecgédo de
dificil controle devido a elevada capacidade deste agente em desenvolver e disseminar mecanis-
mos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados para o tratamento da doenga. Estabeleceu-se o
perfil de resisténcia de 600 amostras de E.coli isoladas de fezes de 100 leitBes lactentes com diarréia
e procedeu-se adeterminagdo daconcentragdo inibitériaminima paraos seguintes antimicrobianos:
ampicilina, ceftiofur, estreptomicina, kanamicina, oxitetraciclina, cloranfenicol, flumequina,
penicilina, sulfadiazina-trimetoprima, gentamicina, neomicina, enrofloxacina, norfloxacina. Os
resultados obtidos mostraram a ocorréncia freqiiente de resisténcia maltipla aos principais
antimicrobianos utilizados na terapia da diarréia em leitGes lactentes.
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED IN FECAL
SAMPLES FROM PIGLETS WITH DIARRHEA. Escherichia coli is an important causative agent of
piglets diarrhea, that control in pig production is complicated by high ability of this agent in develop
and spread resistance mechanisms for commonly used antibiotics. This study has as goal determine
the resistance pattern of 600 E. coli strains isolated from fecal samples of 100 piglets with diarrhea,
against the antibiotics often used in swine production. The determination of minimal inhibitory
concentration was done under international standards to the following antibiotics: ampicilin,
ceftiofur, streptomicin, kanamicin, oxitetracicline, cloranfenicol, flumequin, penicilin, sulfadiazin-
trimetoprim, gentamicin, neomicin, enrofloxacin and norfloxacin. The results observed shown that
multiple resistance is frequent against the antibiotics often used in piglets diarrhea therapy.
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INTRODUCAO

O uso indiscriminado e constante de antibiéti-
cos em medicina humanae veterinaria tem deter-
minado oaumento de resisténciabacteriana, inter-
ferindo no tratamento efetivo das infec¢bes por
estesagentes.

Aresisténcia bacteriana pode ser transferida por
mecanismos diversos, podendo estabelecer-se entre
microrganismos de uma mesma populacédo ou de
diferentes populag¢des, como da microbiota animal
para humana e vice-versa (Nusten et al. 1993). O
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, além de
determinar uma menor eficacia da droga, também
representa um potencial de risco a satde publica,
uma vez que o contato dos homens com 0s animais
pode aumentar a ocorréncia de resisténcia da
microbiota desta espécie (Bongers et al, 1995).

Na espécie suina, E. coli € um dos agentes que
apresenta alta capacidade para desenvolver resistén-
cia, destacando-se dentreasdiversasamostrasasE. coli
enterotoxigénicas (ETEC), como causa da diarréia
neonatal. Demodogeral,ainfeccao apresenta evolucio
aguda e sintomas caracterizados por diarréia severa,
desidratacdo e algumas vezes morte (Soika, 1971).

No Brasil, estima-se que a média de leitbes nasci-
dosvivose que morrem antes do desmame estejaem
torno de 15a20 %, atribuindo-se a diarréia umadas
principais causas de morbidade e mortalidade de
leitbes nesta fase da vida. (Mores, 1993, ZEmAN, 1995,
WitTum et al, 1995).

A patogenia da doenca, os métodos de controle e
os fatores predisponentes sdo aspectos bem conheci-
dos, entretanto o fendmeno de resisténcia aos
antimicrobianos dificulta a escolha do antibiético
adequado ao tratamento (HALL, 1989).
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Combase, nosconhecimentosrelatados, objetivou-
se verificar o perfil de resisténcia daE. coliem amos-
tras isoladas de fezes de leitdes lactentes e com
diarréia, através da determinacéo da concentragao
minima inibitéria dos principais antimicrobianos
utilizados em suinocultura .

MATERIALEMETODOS

Amostras

Foram estudadas 600 amostras de E. coli isoladas
defezesde 100 leitdes lactentes, machos e fémeas,com
diarréiaeidadevariandoentre5e 30dias, provenien-
tesde 12 granjasdaregidosudoeste do Estado de Sdo
Paulo (CaLberaro et al., 2001). A padronizacdo da
provafoirealizadacomaamostraE. coli ATCC 25922.

Concentragdo inibitériaminima(CIM)

Asamostrasde E. coli foram inoculadas em caldo
Muller Hinton (Difco) e incubadasa 37 °C por 3horas.
Apos, este periodo a cultura foi diluida em solugéo
salina até uma concentracdo de aproximadamente
10°UFC/mL de caldo, utilizando-se como referéncia
aescala de turbidez 0,5 da escala de McFarland (0,5
mL de 0,48M BaCl, para 99,5 mL de 0,36 N H,SO,).
Aliquotas de 50 pl desta cultura foram depositadas
em pocosde microplacasde fundoredondo (NUNC).
Um volumeigual doantimicrobiano (50 uL) foi adici-
onado no primeiro poco de cada linha e diluido no
fator 1:2 até a concentracdo minima desejada. As
microplacas foram incubadas a 37 °C por 16 a 20
horas (Jonesetal., 1985). Foiobservado ocrescimento

bacteriano nas diferentes concentragdes da droga e
considerou-se a concentragdo inibitéria minima a
maior dilui¢cdo de antimicrobiano queinibiu o cresci-
mento bacteriano. E. coli ATCC 25922 foi utilizada
como controle acadalote deamostrasexaminadas. O
Quadro 1 apresentaas concentragdes dos antimicro-
bianos testados.

Aamostrafoi consideradasensivel quandoaCIM
obtida mostrou-se pelo menos 4 vezes menor que a
média das concentragdes plasmaticas maximas da
droga, moderadamente sensivel quandoamédiadas
concentragdes plasmaticas maximasexcederamaCIM
pelo menos 4 vezes e resistente, quando a CIM reve-
lou-se superior aos valores das médias das concen-
tracbes plasméticas maximas e/ou concentracfes
teciduais maximas para droga (Jones et al., 1985). Os
critériosde classificacdo dasamostras como sensivel,
moderadamente sensivel ouresistente séo apresenta-
dos no Quadro 2.

RESULTADOS

Todasasamostras estudadas apresentaram resis-
ténciaapelomenos5dos13antimicrobianostestados
e para todas as drogas observou-se a ocorréncia de
resisténciaem menor ou maior freqtiéncia. A Tabela
1 apresenta a variacdo da concentracgdo inibitoria
observada para cada droga e as concentracgdes capa-
zesdeinibirocrescimento de50%e 90% dasamostras.

Afrequéncia de amostras resistentes e o compor-
tamento destasem relagdo aosantimicrobianostesta-
dos encontram-se representadas na Tabela 2.

Quadro 1- Concentrag6es de antimicrobianos utilizadas na determinagao da concentracdo inibitéria minima.
Antimicrobiano Conc. (ug/mL) Antimicrobiano Conc. (ug/mL)
Ampicilina 0,25-32 Cloranfenicol 0,25-16
Ceftiofur 0,25-8 Enrofloxacina 0,008-16
Estreptomicina 0,25-16 Norfloxacina 0,008-16
Gentamicina 0,5-4 Flumequina 0,008-16
Kanamicina 0,5-4 Penicilina 0,03-8
Neomicina 4-32 Sulfadiazina-trimetoprima 0,5/9,5-4/76
Oxitetraciclina 1-32

Quadro 2- Critério de andlise para os resultados obtidos através da CIM.

Antimicrobiano St MS 2R3 Antimicrobiano St MS? R3

Ampicilina <2 4 >8 Cloranfenicol <8 8-16 >16

Ceftiofur <4 — >4 Enrofloxacina <1 2-4 >4

Estreptomicina <1 2-4 >8 Norfloxacina <0,5 1 >1

Gentamicina <16 — >16 Flumequina <0,5 1> 1

Kanamicina <4 — >4 Penicilina <1 2-4 >4

Neomicina <16 32 >32 Sulfadiazina—trimetoprima <1 1 =2

Oxitetraciclina <4 8 >8
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Tabelal- VariacdodaCIMe CIM capaz deinibir50% e 90%
das amostras analisadas, SP, 2001.

Antimicrobiano Variagdo da  CIM 50! CIM90?
CIM (pg/mL)
Ampicilina 1-32 >32 >32
Canamicin 1-4 >4 >4
Ceftiofur 0,25-8 1 2
Cloranfenicol 4-16 >16 >16
Enrofloxacina 0,008-16 0,25 16
Estreptomicina 4-16 >16 >16
Flumequina 0,008-16 8 >16
Gentamicina 4 >4 >4
Neomicina 8-32 >32 >32
Norfloxacina 0,008-16 >16 >16
Oxitetraciclina 1-32 >32 >32

Penicilina 1-8 >8 >8
Sulfadiazina- 0,5/4-9,5/76 >95/76 >9,5/76
trimetoprima

1-CIM necesséria para inibir o crescimento de 50% das
amostras testadas. 2- CIM necesséria para inibir o cresci-
mento de 90% das amostras testadas.

DISCUSSAO

AsamostrasdeE. coli analisadasrevelaramelevado
indice de resisténcia aos antimicrobianos testados. A
amostra padrdo ATCC 25922 apresentou CIM dentro
das variacOes descritas na literatura (Jones et al., 1985).

Os indices de resisténcia observados para
ampicilina (87%), kanamicina (89%), cloranfenicol
(97%), estreptomicina (96%), gentamicina (86%),
norfloxacina (92%), oxitetraciclina (97%), penicilina
(80%), sulfadiazina/trimetoprima (87%), diferiram
dos obtidos por Brito & TacLiAr! (2000),em estudo
realizado no Estado do Parand. Estes autores verifica-
ram que 96% das 224 amostras processadas foram
sensiveis a gentamicina, 90,2% a neomicina, 85,7% a
kanamicina, 67,4% a sulfametoxazole-trimetoprima,
56,7% ao cloranfenicol e 26,3% a tetraciclina. As
diferencas observadas podem ser atribuidas as vari-
acdes regionais ou ao método utilizado paraaexecu-
caodoestudo. Emrelacdoasvariagbesregionais, tem-
seconhecimento que a ocorrénciade resisténciaesta
intimamente relacionada a pressdo de sele¢do do

agente asdrogas utilizadas com maior freqliénciano
tratamento daafeccdoe noqueserefere,ametodologia
aplicadaporBriTo & TacLIARI (2000), verificou-se que
0s autoresapoiaram-seemoutratécnica: a de difusao
do antimicrobiano impregnado em discos de papel
filtro (Jonesetal., 1985).

Asamostras de E. coli testadas revelaram baixos
niveis de resisténcia ao ceftiofur (0,16%) e a enroflo-
xacina (19%). A sensibilidade do agente a estes
antimicrobianos pode estar associadaao custo eleva-
doe aofatode seremmoléculasde uso, relativamente
recente.

Os niveis elevados de resisténcia podem estar
relacionados ao fendmeno de multiresisténcia, atra-
vés do qual, antibidticos como a ampicilina podem
induzir aselecdo de amostras de E. coli resistentes as
tetraciclinas, sulfas, kanamicina e ampicilina na au-
séncia da exposi¢do do agente ao antimicrobiano
(BongErsetal., 1995). Aresisténciamultipla, também
pode ser observada na administracdo de
sulfonamidas, neomicina, cloranfenicol, tetraciclina
e sais de cobre quando utilizados para o tratamento
de diarréia. Na maioria dos casos, o fendbmeno ¢
mediado por plasmideos, razéo pela qual deve-se
evitar o uso de antimicrobianos utilizados como
facilitadores do crescimento, no tratamento e na
profilaxia de doencas (Boncers et al., 1995).

Oestudo conduzido por Borowskietal. (1994),em
amostrasdeE. coliisoladas defezes de leitBes lactentes
no EstadodoRio Grande do Sul, reveloualtafrequén-
ciade multiresisténcia (60,8%). Este resultado, mos-
trou-se semelhante ao obtido neste trabalho, onde a
exposicdo dasamostrasisoladasas drogas frequiente-
mente utilizadas paraotratamento de diarréias, apre-
sentou 85% de resisténcia multipla.

No quedizrespeitoaconcentracdo minimainibi-
toria, observou-se resultados superiores aos relata-
dos por Sacmon et al. (1995) que ao determinar a
variacdo da CIM e da CIM 50 e 90 em amostras de E.
coli isoladas de fezes de suinos provenientes dos
Estados Unidos, Canada e Dinamarca, verificaram
umamenor CIM 50 paraceftiofur (0,5pug/mL)epara
enrofloxacina (0,03 a 0,06 pg/mL), assim como uma
menor CIM 90, obtendo asrespectivas concentragdes:
0,5a1lpg/mL e 0,06 a0,03 pg/mL.

Tabela 2- FreqUiéncia de resisténcia das amostras de E. coli em rela¢do aos antimicrobianos testados, SP, 2001.

Antimicrobiano Frequéncia de resisténcia (%)

Antimicrobiano Frequéncia de resisténcia (%)

Ampicilina 86,8
Kanamicina 88,6
Ceftiofur 0,16
Cloranfenicol 96,8
Enrofloxacina 19,0
Estreptomicina 96,4
Flumequina 59,3

Gentamicina 86,3
Neomicina 57,3
Norfloxacina 92,0
Oxitetraciclina 96,7
Penicilina 80,0
Sulfadiazina— trimetoprima 87,4
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Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados
em Medicina Veterinariae nestes Ultimosanos, além
deseremempregados notratamento de doencas, tam-
bém foram adotados para o controle das mesmas. O
uso indiscriminado destas drogas vem colaborando
paraaocorrénciaderesisténciadas bactérias. Entre-
tanto, a profilaxia, 0 manejo e a higiene séo funda-
mentos basicos paraaprevencao de doengas, poden-
docontribuir efetivamente, paraoaumentoda produ-
tividade e a redugdo da resisténcia bacteriana.
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