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GENES DE VIRULENCIA E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A EXTRATOS
VEGETAIS DE ISOLADOS DE Escherichia coli ENTEROTOXIGENICAS (ETEC),
SHIGATOXIGENICAS (STEC) e ENTEROPATOGENICAS (EPEC) EM BEZERROS

RESUMO - A diarreia neonatal € uma das mais recorrentes enfermidades que
acometem bezerros, acarretando prejuizos a pecuaria leiteira. Nestes casos, um dos
micro-organismos mais prevalentes é Escherichia coli, relacionada a contaminacao
fecal e a surtos alimentares. Para o tratamento, a crescente resisténcia bacteriana a
antimicrobianos leva a busca por novas alternativas farmacoldgicas. O presente
trabalho teve como objetivo geral testar a susceptibilidade de isolados de E. coli
oriundos de bezerros neonatos diarreicos e sem diarreia a extratos vegetais. Os
animais pertenceram a fazendas destinadas a producdo leiteira no Estado de Minas
Gerais, Brasil. As amostras foram submetidas ao isolamento microbiolégico, a
sorologia, a identificacdo genética por PCR e a testes antimicrobianos. Em relacéo
aos antissoros polivalentes, houve isolados positivos a sorogrupos de importancia
clinica em humanos, como 026 e O111. Foram isoladas 36 estirpes oriundas de
animais acometidos, positivas para pelo menos um gene testado, sendo eles stx,
stxo, eae, bfp e Sta. Relacionadas ao isolamento de animais sem diarreia, 9 estirpes
foram carreadoras dos genes stxi, Stxo ou ambos, caracterizando os bovinos como
reservatérios do patétipo STEC. O gene LT-1l ndo foi encontrado. Quanto aos testes
de susceptibilidade, encontrou-se isolados resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos. Entre os extratos testados, houve sensibilidade frente a planta
Salvia officinalis L. (sélvia). Assim, esta vertente de estudo coloca-se como
alternativa ao combate a patdgenos bacterianos, valida para futuros testes quanto a
descoberta de novos componentes quimicos que possuam atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Colibacilose, enterobactérias, PCR, Salvia officinalis L.
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VIRULENCE GENES AND SUSCEPTIBILITY PROFILE TO THE PLANT
EXTRACTS OF ISOLATES FROM ENTEROTOXIGENIC Escherichia coli (ETEC),
SHIGA-TOXIGENIC (STEC) AND ENTEROPATOGENIC (EPEC) IN CALVES

SUMMARY - Neonatal diarrhea is one of the most recurrent illnesses that
affect calves, resulting in losses to dairy farming. In these cases, one of the most
prevalent microorganisms is Escherichia coli that is related to fecal contamination
and food outbreaks. For the treatment, the increase bacterial resistance to
antimicrobials leads to the search for new pharmacological alternatives. The main
aim of this study was to test the susceptibility of E. coli isolated from neonatal calves
with diarrhea and healthy to plant extracts. The animals were found in farms which
are dairy-producing in the State of Minas Gerais, Brazil. The samples were subject to
microbiological isolation, serology, PCR genetic identification and antimicrobial
testing. In relation to polyvalent antiserum, there were positive isolates of clinical
importance of serogroups in humans, such as 026 and O111. Thirty six strains were
isolated from affected animals and they were positive to at least one gene tested,
such as stxi, stxz, eae, bfp and Sta. Related to the healthy animals, 9 strains were
carriers of the genes stxi, stxo or both, characterizing the cattles as reservoirs of
pathotype STEC. The gene LT-lIl was not found. In relation to susceptibility tests,
resistant isolates to different classes of antimicrobials were found. Among the
extracts that were tested, there was sensitivity to the Salvia officinalis L. plant
(sélvia). Thus, this aspect of study can be alternative to combat the bacterial
pathogens, valid for future tests as to the discovery of new chemical compounds with
antimicrobial activity.

Keywords: Colibacillosis, enterobacteria, PCR, Salvia officinalis L.



1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa uma posicédo de destaque quando observados os indices de
producdo da pecuaria leiteira mundial. Entretanto, algumas doencas originadas pela
presenca de micro-organismos patogénicos podem acometer o gado leiteiro, como a
sindrome diarreica neonata. Esta enfermidade acarreta iniUmeros prejuizos
econdmicos, entre eles, descarte de animais, possibilidade de disseminacgéo entre o
plantel e gastos com medicamentos. Ainda, constitui alerta a saude publica, pois, o
manejo ou o tratamento inadequado possibilitam a infeccdo humana e/ou o
surgimento de estirpes resistentes.

De acordo com diversos estudos, Escherichia coli € um dos micro-organismos
mais frequentemente isolados de amostras fecais provenientes de bezerros
neonatos diarreicos em inUmeras propriedades rurais. Atualmente, conhecidos,
existem inUmeros patétipos de E. coli, classificados de acordo com seus fatores de
viruléncia, mecanismos de acao e promocao da enfermidade. Entre eles, podem ser
citadas as estirpes enterotoxigénicas (ETEC), shigatoxigénicas (STEC) e
enteropatogénicas (EPEC). Além disso, bovinos sem diarreia também podem ser
reservatorios de bactérias patogénicas.

Para o tratamento da colibacilose, sdo utilizados varios antimicrobianos.
Entretanto, a realizacdo de antibiogramas, que demonstram a sensibilidade e/ou a
resisténcia dos micro-organismos as drogas usadas, tem sido essencial para o
conhecimento do poder de a¢édo dos farmacos. Em consequéncia, como alternativa
ao frequente surgimento de isolados multirresistentes aos antibiéticos, estudos que
abordam a possivel atividade antibacteriana de extratos vegetais ja ganharam
espaco no cenario cientifico, sendo um vasto campo de pesquisas e futuras
descobertas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral detectar, por meio de
técnicas microbiolégicas e moleculares, estirpes de E. coli patogénicas em bezerros
neonatos diarreicos e sem diarreia, e testar a susceptibilidade dos isolados em

relacdo a antimicrobianos e a extratos vegetais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura

A bovinocultura € uma das principais atividades produtivas do agronegocio
brasileiro, sendo, também, uma das mais rentaveis mediante ao quesito
lucratividade (CNA, 2012). Desde os primérdios da civilizacdo, a criacdo de bovinos
estd intimamente ligada a fatores econbmicos e sociais circundantes ao
estabelecimento e ao desenvolvimento de cidades, como a ocupacéo geografica do
pais, estando estes animais relacionados ao transporte, bem como a producdo de
alimentos (ALMEIDA; MICHELS, 2012).

A producéo leiteira é desenvolvida em todo o territério brasileiro, com animais
distribuidos em vérios estabelecimentos pecuarios. O rebanho bovino nacional esta
concentrado, principalmente, nas regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste, que
juntamente a regido Sul, possuem 86,1% do rebanho nacional (IBGE, 2012).

Em 2011, o Brasil ocupou a sexta posicdo mundial na producdo de leite.
Porém, quando observada a quantidade média de vacas em lactacdo, o pais
alcancou o terceiro lugar no ranking (USDA, 2011). Entre os maiores produtores na
Ultima década, apresentou a maior taxa de crescimento anual de produtividade, o
que reforca a argumentacdo do elevado potencial da producdo nacional
(MACHADO; CORREA; MARIN, 2008).

Com relag&o ao contingente de animais, 0os bezerros tém grande importancia
dentro do setor agropecuario, uma vez que investimentos envoltos a continuidade e
a melhoria do rebanho estdo objetivamente entrelacados aos neonatos. Sendo
assim, enfermidades relacionadas a eles sdo preocupantes e constantes alvos de
estudos, visto que altas taxas de mortalidade influenciam diretamente a rentabilidade
da atividade (ESCRIVAO et al., 2005).

2.2 Diarreia neonatal em bezerros

As infecgOes bacterianas entéricas sao frequentemente notificadas na area

cientifica, possuindo crescente importancia para as cadeias produtivas, acarretando



impactos consideraveis na industria leiteira mundial. De maneira geral, as
conhecidas diarreias constituem fator produtivo limitante para a pecuaria,
acometendo animais em fase critica de crescimento, ocasionando atrasos no
desenvolvimento e reducao da eficiéncia alimentar, ou até mesmo, em ultimo caso,
morte prematura (MENIN et al., 2008).

Entre os fatores que mais influenciam na mortalidade de bezerros jovens, esta
o manejo inadequado. Como exemplos, caracteres como a falta de higiene,
colostragem mal realizada, parto ndo monitorado e tempo prolongado de
permanéncia com a mae podem afetar oS animais e serem decisivos no
aparecimento de diversas doencas, entre elas, as diarreias (RADOSTITS et al.,
2007).

Na criacdo de bezerros, a diarreia neonatal € uma das sindromes mais
importantes, devido ao fato de promover inimeras e relevantes perdas econdmicas
decorrentes da redugdo nas taxas de crescimento animal, dos custos com
tratamento medicamentoso e do aumento dos indices de mortalidade e morbidade
no rebanho (OK et al., 2009).

A sindrome diarreica € um sério problema devido a existéncia de varios
fatores envolvidos em sua génese. Possui etiologia e patogénese complexa, com
varios agentes infecciosos envolvidos, sendo E. coli um dos micro-organismos mais
importantes tanto em casos de diarreia como em infec¢cdes extra intestinais
humanas e animais (GAMEZ et al., 2006).

E de grande importancia estudar a etiologia desta enfermidade, assim como
as causas e 0s tipos mais comuns, uma vez que a sua incidéncia é consideravel em
rebanhos do mundo todo, inclusive do Brasil. Dessa forma, pode-se formar uma
base teorica cientifica para dissertar a respeito de métodos de prevencdo e de
tratamento eficazes, visando-se, sobretudo, minimizar as perdas econfmicas e

reestabelecer o bem-estar animal (MENIN et al., 2008).
2.3 Escherichia coli

O género Escherichia, um membro da familia Enterobacteriaceae, é composto

por varias espécies, mas especialmente E. coli € um importante patdgeno de



animais (DRUMMOND, 2011). Estirpes patogénicas desta espécie tém sido
associadas a significantes perdas de bezerros neonatos (DEBROY; MADDOX,
2001).

E uma bactéria em formato de bastonete, Gram negativa, anaerébia
facultativa e detentora de flagelos peritriquios (TRABULSI et al., 2005). O intestino
grosso, principalmente o célon, é o habitat deste micro-organismo nos animais,
sendo as fezes a principal fonte de contaminacdo. Uma vez eliminadas no meio
ambiente, esses patdgenos podem sobreviver por longos periodos, desde que em
condigOes ideais de crescimento (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Essas bactérias fermentam o carboidrato lactose, o que constitui importante
caracteristica de diferenciacdo quando comparadas a outros patégenos entéricos.
Fenotipicamente, a espécie € identificada por meio de varios fatores bioquimicos
determinantes, como producao de indol, reducdo de nitratos, auséncia da enzima
citocromo oxidase, fermentacdo da glicose com producdo de acido e gas e nédo
producao de acido sulfidrico em meios especificos (TRABULSI et al., 2005).

No trabalho realizado por Oliveira Filho et al. (2007), no Estado do Mato
Grosso, E. coli foi a enterobactéria mais frequentemente isolada nas fezes de
bezerros com e sem diarreia. Resultado similar foi descrito por outros autores, como
Langoni et al. (2004). No estudo desenvolvido por Gamez et al. (2006), na regiao de
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, dos 200 espécimes fecais de bezerros com diarreia,
foram isoladas E. coli em 86,5% (173/200). Andrade et al. (2009), em Minas Gerais,
isolaram e identificaram enterobactérias em 133 amostras de fezes, sendo 90,22%
(120/133) positivas para a presenca de E. coli.

Sabe-se que somente o isolamento microbiologico, a partir de amostras de
fezes e conteldo intestinal, ndo € suficiente para o diagnostico da enfermidade, pois
técnicas mais avancadas ja existem, sendo mais precisas, incisivas e confirmatdérias.
Nesse sentido, metodologias de sorotipificacdo, ELISA, imunofluorescéncia e PCR
podem ser empregadas para melhor analise (COSTA et al., 2006).

Um conjunto particular de genes € necessario para que a bactéria ocasione
determinada doenca. Logo, os isolados sao classificados quanto aos diferentes
patotipos conforme o padréo de genes associados a sua patogenicidade. E. coli

responsaveis por enfermidades entéricas sdo classificadas em varios grupos, de



acordo com fatores como propriedades caracteristicas de viruléncia, interagdo com a
mucosa intestinal e sintomas clinicos que ocasionam. Os principais patoétipos
responsaveis por ocorréncias nos criatorios animais sdo E. coli enterotoxigénicas
(ETEC), E. coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli shigatoxigénicas ou
verotoxigénicas (STEC ou VTEC), E. coli uropatogénicas (UPEC) e E. coli
enteroinvasivas (EIEC). As estirpes patogénicas de E. coli sdo, também,
classificadas por meio de sorologia, sobretudo por antigenos somaticos (O),
flagelares (H) e capsulares (K) (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Algumas das linhagens de E. coli citadas anteriormente tém sido envolvidas,
com frequéncia, em doencas entéricas que acometem humanos e animais. A
capacidade de causar enfermidade é devido a aquisicdo dos chamados fatores de
viruléncia (FV), estruturas ou produtos que contribuem para que a bactéria consiga
se instalar no organismo do hospedeiro e provocar alteracdes. Tais fatores séo
codificados geneticamente e podem ser transferidos entre diferentes estirpes,
surgindo novas potenciais combinacdes, identificadas por técnicas moleculares,
como a PCR, amplificando-se genes caracteristicos para cada patétipo (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Considerando-se, portanto, caracteres genéticos, a aquisicdo e a perda de
elementos moveis, como plasmideos e transposons, tém papel crucial na formacao
do genoma de bactérias patogénicas. Por meio da transferéncia horizontal de genes,
novas caracteristicas, como padrbes de resisténcia, por exemplo, se disseminam
para micro-organismos receptores (SHAMES; AUWETER; FINLAY, 2009). Sabe-se,
também, que ilhas de patogenicidade, definidas como grandes aglomerados de
genes de viruléncia, podem ser encontradas em plasmideos ou integradas no
cromossomo bacteriano, mas ndo sdo observadas em bactérias ndo patogénicas.
No entanto, elementos genéticos moveis as tornam capazes de se adaptar a varios
hospedeiros, tornando-os virulentos, colonizando, multiplicando e provocando
diversos danos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Na superficie bacteriana, € possivel observar estruturas antigénicas
fundamentais para a classificacdo dos mais variados grupos de E. coli. Em alguns
casos, 0S patotipos séo caracterizados por compartilharem antigenos que definem

sorogrupos, baseados no antigeno O (TRABULSI et al., 2005). O antigeno somético



“O” é termoestavel e corresponde a uma das fracées do principal componente da
parede celular das bactérias Gram negativas, o0 lipopolissacarideo (LPS)
(FERREIRA; KNOBL, 2009).

Durante anos, os mecanismos pelos quais E. coli patogénicas causavam
diarreia eram desconhecidos e, devido a isso, 0s patétipos sO poderiam ser
identificados através da sorologia. Verificando-se a presenca dos antigenos, foi
possivel estabelecer a sorotipagem de amostras de E. coli e associd-las com
diversos surtos entéricos (ORSKOV; ORSKOV, 1992). A diversidade dos sorotipos
que esses micro-organismos apresentam é vasta, 0s mais conhecidos sdo, de forma
geral, O157 (alto potencial virulento) e ndo-O157 (CDC, 2006). Banatvala et al.
(2001) observaram, por meio de estudos soroldgicos e consulta literaria, que
sorotipos ndo-0157 vem sendo isolados com maior frequéncia a partir de amostras
fecais de pacientes hospitalares por exemplo.

Com os avancgos cientificos desenvolvidos no intuito de compreender a
patogénese dos patétipos de E. coli, em conjunto com os estudos em biologia
molecular sobre os fatores de viruléncia, sabe-se que o0s produtos génicos estao
mais diretamente associados a patogenicidade que os antigenos de superficie.
Neste contexto, portanto, observar somente a sorotipagem nao € suficiente para
caracterizar um isolado de E. coli como patogénico, embora existam diversas
associacfes entre sorotipos e viruléncia, bem como entre sorotipos e doencas
(FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2002; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

2.3.1 Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC)

Os exemplos principais de fatores de viruléncia em E. coli sdo enterotoxinas e
adesinas fimbriais (adeséo aos enterdcitos do intestino delgado). Bactérias capazes
de produzir enterotoxinas ocasionam o desequilibrio da homeostase fluida intestinal,
além de hipersecrecéo, resultando em sindromes diarreicas (ZHANG et al., 2007).

Bactérias caracterizadas como enterotoxigénicas (ETEC) possuem como
meio de patogenicidade a adesdo a mucosa do intestino, multiplicando-se, mais
frequentemente na luz do delgado, e produzindo uma enterotoxina que desencadeia

a formacado de abundante secrecéo de fluidos. A perda de liquidos na luz intestinal €



a causa de casos de diarreia, desidratacdo e mesmo morte posterior (MAGALHAES
et al., 1991).

A producdo de enterotoxinas € mediada por plasmideos. De forma geral,
qgquando secretadas, ndo ocasionam lesdes do epitélio mucoso intestinal.
Comumente, este patotipo envolve sorogrupos de E. coli 06, 08, 015, 020, 025,
027, 063, 078, 080, 085, 092, 0115, 0O128ac, 0139, 0148, 0153, 0159 e 0167
(KONEMAN et al., 2008).

Sao conhecidos dois tipos de enterotoxinas, as chamadas termoestaveis (ST
— proteina pouco imunogénica e resistente a 100°C por 15 minutos) e aquelas
termolabeis (LT — proteina altamente imunogénica, grande, sendo inativada a 60°C
em 15 minutos). Entre as primeiras, relatam-se dois subtipos classicos STa e STb,
entretanto, somente STa tem sido encontrada em amostras de origem bovina
(AIDAR-UGRINOVICH et al., 2002).

A STa € uma pequena molécula, seu receptor € um guanilato ciclase ligado a
membrana. Quando ocorre a ligacdo, incita-se a producdo de guanosina-
monofosfato ciclico (GMPc) e 0 seu consequente aumento intracelular culmina na
abertura dos canais de cloreto, perdendo-se cloreto e agua para o limen intestinal.
Em seguida, nas células do topo das vilosidades ocorre bloqueio de absorcdo de
ions sodio e cloreto e, também, de 4gua, e subsequente eliminacdo de ions cloreto
nas células da cripta (DRUMMOND, 2011).

Sao relatados dois subtipos entre as enterotoxinas classificadas como
termolébeis, sendo eles LT-1 e LT-1l (BLANCO et al., 1993). Em amostras de origem
bovina, somente ha descricdo cientifica para a producao de LT-Il (BLANCO et al.,
1991; SERIWATANA et al.,, 1988). Os genes que codificam para a sintese desta
toxina ja foram clonados, sequenciados e conhecidos iniciadores para a detecc¢éo
por reacbes de PCR (PICKETT; WEINSTEIN; HOLMES, 1987; SCHULTSZ et al.,
1994; AIDAR-UGRINOVICH et al., 2002).

Em situacBes descritas habitualmente, patétipos ETEC, apdés a promocado da
diarreia neonatal, podem levar a bacteremia terminal na inexisténcia de uma
intervencao rapida, com fluidos, eletrolitos e/ou antimicrobianos (DRUMMOND,
2011). Estas estirpes causam diarreia aquosa, liquida, variando de branda e auto

limitante a severa e profusa, semelhantemente a célera. Nos casos tipicos, o inicio é



abrupto, com curto periodo de incubacgéo. As fezes, na maior parte das observacgoes,
nao apresentam muco, sangue e/ou pus. A enfermidade ndo decorre em febre ou
vomito, porém, com frequéncia, € acompanhada de colicas abdominais leves
(PUENTE; FINLAY, 2001). Como exemplo, Akihama et al. (2015) observaram

isolados ETEC em gado bovino no Japéo, sendo detectados os genes ST e LT.

2.3.2 Escherichia coli enteropatogénicas (EPEC)

E. coli enteropatogénicas (EPEC) sdo uma das mais evidentes e importantes
categorias de estirpes capazes de promover casos clinicos diarreicos. Em relatos,
tem sido associada, com frequéncia, a diarreia infantii nos paises em
desenvolvimento econdmico e social. Os primeiros relatos associados a isolados
EPEC sao de surtos em neonatos no Reino Unido e Estados Unidos (NATARO;
KAPER, 1998). No Brasil, segundo dados publicados, é um dos principais micro-
organismos responsaveis por quadros de diarreia em criancas de até 1 (um) ano
(GOMES et al., 1991).

Estas estirpes estao principalmente associadas aos sorogrupos O111 e 0119,
mas aqueles 055, 086, 0126, 0127, 0128 e 0142 também podem estar
comumente envolvidos. O sintoma caracteristico € marcado por um quadro de
diarreia aquosa, com abundante presenca de muco e menor quantidade de sangue
(KONEMAN et al., 2001).

Tais bactérias patogénicas aderem as células de forma localizada e causam
lesbdes de aderéncia destrutiva (KONEMAN et al., 2001). Inicialmente, fixam-se as
células epiteliais do intestino delgado através de fimbrias, expressas na superficie
bacteriana, denominadas BFP (bundle forming pili). Os genes que codificam para
BFP estdo localizados em plasmideo denominado EAF (EPEC-adherence fator).
Essa ligacdo desencadeia varios eventos que culminam em danos as
microvilosidades (SILVA; DA SILVA, 2005). Em seguida, a intimina, proteina
expressa no exterior da bactéria, medeia a aderéncia do micro-organismo ao
receptor (receptor Tir). Estes fatores sdo codificados por genes localizados numa
regido cromossOmica especifica, denominada LEE (Locus of enterocyte effacement);

neste caso, especificamente, o gene eae. A interacdo intimina-Tir permite a



ancoragem bacteriana a superficie da célula hospedeira, produzindo rearranjos da
estrutura do citoesqueleto (KENSCH; ACHECON, 2002; STELLA et al.,, 2008;
SILVA; DA SILVA, 2005).

Portanto, de forma geral, as principais caracteristicas que definem EPEC sao
promover a lesdo A/E (“attaching and effacing”) e a auséncia de producgéo de toxina
Shiga. No entanto, a habilidade de produzir a lesdo n&o se restringe somente a
EPEC, sendo observada, também, em E. coli produtora de Shiga toxina (STEC)
(NATARO; KAPER, 1998; STELLA et al., 2008).

As EPEC podem ser divididas em tipicas e atipicas devido a presenca ou a
auséncia, respectivamente, do plasmideo EAF, que codifica o gene bfp (NATARO,;
KAPER, 1998). Akihama et al. (2015) relataram estirpes EPEC atipicas em bovinos
no Japéo, sendo observado somente 0 gene eae.

2.3.3 Escherichia coli shigatoxigénicas (STEC)

Entre as estirpes de E. coli capazes de provocar doenca em seres humanos e
animais, estéo as E. coli shigatoxigénicas (STEC). A patogenicidade destas estirpes,
em especial, estd associada principalmente a fatores de viruléncia como a producéo
de toxinas e a capacidade de aderéncia & mucosa intestinal (BARRET et al., 1994).

Dessa forma, devido ao seu potencial virulento, tais linhagens, além de
produtoras da toxina shiga (stx), também podem apresentar a ilha de patogenicidade
LEE, que codifica proteinas homodlogas aquelas caracteristicas do patotipo EPEC,
podendo albergar conjuntamente, portanto, o gene eae. Esta peculiaridade incita
alguns autores a descreverem o termo STEC para qualquer isolado de E. coli
produtor de toxina stx e EHEC (enterohemorragica) para linhagens Stx-positivos que
apresentem o gene eae (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). No entanto, esta
denominacg&o ndo é universal e, especificamente, neste trabalho, € utilizado o termo
STEC para designar estirpes que apresentem stx, independente da presenca de eae
(CARDOZO, 2014).

Uma das toxinas produzidas por este patétipo € a Shiga-like toxina 1 (stxa),
semelhante a potente toxina produzida pela bactéria Shigella dysenteriae. Esta

semelhanca é devido a sua reacdo e neutralizacdo por anticorpos contra Shiga
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toxina. Muitos representantes também produzem uma segunda toxina, a Shiga-like
toxina 2 (stx2), ndo neutralizada por anticorpos contra Shiga toxina (LEVINE, 1987).

Entre os mais de 200 sorotipos de E. coli que produzem Shiga toxina (STEC),
o sorotipo 0157:H7 destaca-se pelo alto potencial virulento, sendo o mais
frequentemente associado a surtos de toxinfeccéo de origem alimentar (VOLD et al.,
2000). Em humanos, ha forte incriminacdo da E. coli O157:H7 como causa da
sindrome hemolitica urémica, enfermidade definida por inicio subito de anemia
hemolitica e posterior faléncia renal aguda apos o aparecimento dos sintomas
(PRATA, 1999). Em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, a mesma é
comumente conhecida por também causar diarreia sanguinolenta (STELLA et al.,
2008).

Para casos de acometimento por STEC, a sindrome clinica é observavel,
caracterizada por intensas colicas abdominais e diarreia abundante, inicialmente
aquosa, mas que de maneira rapida evolui para sanguinolenta, com presenca de
coagulos, ndo acompanhada de leucdcitos nas fezes e afebril (RILEY et al., 1983).
Estas caracteristicas a distinguem da disenteria classica ocasionada por Shigella
sp., representada por febre alta, toxemia, fezes com pouco sangue e muco,
contendo muitos leucocitos (PRATA, 1999).

Os ruminantes, especialmente bovinos leiteiros, sdo considerados como 0s
principais reservatorios de STEC, potenciais estirpes causadoras de infec¢cdes em
seres humanos. No entanto, outros ruminantes também podem representar a
mesma funcdo de albergar tais patégenos, como bufalos, ovinos e caprinos. A
transmissao pode ocorrer por meio do consumo de alimentos malcozidos e produtos
lacteos ndo pasteurizados, contendo estirpes STEC, parte integrante da microbiota
intestinal dos animais. Em relatos, infec¢cdes por STEC foram atribuidas ao consumo
de carne bovina, ou de produtos lacteos, contaminados com fezes de bovinos
(HUSSEIN; SAKUMA, 2005).

O controle de qualidade na industria lactea é de fundamental importancia,
pois E. coli O157:H7, como agravante, possuem a habilidade de sobreviverem ou
multiplicarem-se no leite sob condi¢des hostis de temperatura e pH (MASSA et al.,
1999).
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Os pesquisadores Oliveira et al. (2007) isolaram STEC oriundas de bufalos no
Estado de Minas Gerais, Brasil, enfatizando esses animais como reservatorios da
bactéria e possiveis fontes de infeccdo para humanos. De 109 isolados, 38,5%
carreavam o0 gene stxz, 39,5% 0s genes stx1 e stxz e 22% 0 gene stxi. No mesmo
trabalho, mais de 70% das estirpes foram sorotipadas e caracterizadas como
pertencentes a 20 sorotipos diferentes. Mais de 50% dos sorotipos de cepas
associadas a antigenos identificados ja haviam sido previamente descritos como
relacionados a doencas humanas.

Ja, Irino et al. (2005), no Estado de Sado Paulo, Brasil, constataram a
ocorréncia de STEC em amostras fecais de bovinos n&o acometidos, sendo
detectadas 220 estirpes STEC por PCR, 56,4% portadoras de ambos 0s genes, stxa
e stxz. Leomil et al. (2003), também em S&o Paulo, comprovaram a presenca de
STEC em amostras fecais provenientes de bovinos néo diarreicos e diarreicos,
sendo analisadas 44 estirpes por PCR, 50% positivas para o gene stxi, 16,7% para

0 gene stx2 e 33,3% para ambos os genes.

2.4 Susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos

Indmeras bactérias, em especial, E. coli, podem ser responsaveis por
prejuizos econdmicos a pecudaria leiteira e, ainda mais, apresentarem resisténcia a
diversos antibioticos utilizados rotineiramente no tratamento de doencas, como a
diarreia neonatal. Assim, é de extrema importancia o isolamento e a identificacdo de
agentes patogénicos em laboratérios e a andlise in vitro da sensibilidade destes
micro-organismos para melhor controle de enfermidades por meio de terapéutica
adequada (ANDRADE et al., 2009).

O teste laboratorial conhecido como antibiograma oferece como resultado
padrbes de resisténcia ou sensibilidade de uma determinada bactéria a
antimicrobianos preconizados (antibiéticos ou quimioterapicos). Os resultados
obtidos por meio dessa técnica sdo valiosos para diversas analises posteriores e
aplicados na triagem dos farmacos. Assim, ha o direcionamento do profissional
guanto ao tratamento, podendo optar, com certeza, por um antibiético de alto poder

bactericida, que promova o estresse sub-letal do micro-organismo e atue no maior
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namero possivel de agentes causadores da doenca. A afericdo da sensibilidade, e
consequente descoberta de bactérias resistentes, sdo fundamentais para enfatizar a
utilizacdo do produto certo e que melhor se aplica aos resultados, no combate aos
agentes em cada propriedade especificamente (FERNANDES, 1992).

A susceptibilidade a antimicrobianos também pode ser determinada por meio
da avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), minima concentracdo do
produto que serd capaz de afetar o agente causador da enfermidade de maneira
efetiva, inibindo seu crescimento. Este método, ja padronizado, possui detalhamento
técnico bem definido e fornece resultados quantitativos, em valores numéricos em
escala graduada. A interpretacdo dos dados obtidos por meio dessa técnica
considera caracteristicas farmacoldgicas e farmacocinéticas dos antimicrobianos,
avaliando a concentracdo minima a ser alcancada no animal para combater a
doenga e evitando o uso indiscriminado de antibidticos ou quimioterapicos no
tratamento (CLSI, 2013).

O estudo da susceptibilidade bacteriana ante os diferentes antimicrobianos
comercializados e utilizados no tratamento medicamentoso das enfermidades
animais € importante, pois oferece direcdo correta as acdes profissionais,
fornecendo subsidios a terapia animal e melhoras a todos os animais do rebanho
submetidos as mesmas condi¢c6es de manejo e higiene e, portanto, sob os mesmos

riscos de infeccao e disseminacgéo de patdégenos (NADER FILHO et al., 2007).

2.4.1 Resisténcia bacteriana

A resisténcia aos antimicrobianos € a capacidade das bactérias em
permanecerem viaveis, passiveis de crescimento e propagacao, mesmo frente aos
efeitos de um antibiético. Ou seja, multiplicacdo ou persisténcia na presenca de
niveis terapéuticos do antimicrobiano testado (AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011).
Aqueles micro-organismos resistentes ndo se inibem pelas concentracdes
habitualmente alcancadas no sangue ou tecidos do correspondente antimicrobiano
(MIGUEL et al., 2012). Este fendbmeno é decorrente de mutacdes ou producdo de
enzimas que provocam a eliminagdo da eficiéncia dos medicamentos utilizados para
combater agentes patogénicos (AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011).
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O processo pode ser codificado pelo cromossomo bacteriano ou por
plasmideos, o que facilita a difusdo de genes. A disseminagdo pode ser vertical ou
horizontal. A transmissao vertical, ou clonal, ocorre quando uma bactéria se divide e
tem todo seu genoma duplicado, originando uma nova célula idéntica. A transmissao
horizontal € quando bactérias de mesma espécie ou de espécies diferentes trocam
genes de resisténcia por transferéncia de material genético através de processos de
reproducdo como conjugacao, transducao e transformacéo (FROST et al., 2005). Na
maioria dos casos, tais bactérias sdo oriundas, principalmente, do uso amplo,
inadequado e/ou indiscriminado de antibidticos no tratamento animal, fornecidos em
subdosagens ou em niveis além dos necessarios para o combate (NASCIMENTO;
MAESTRO; CAMPOS, 2001).

Com o surgimento dos antimicrobianos e das vacinas, as pessoas passaram
a acreditar que as doencas infecciosas ndo mais ofereciam perigo iminente aos
animais e aos seres humanos. Entretanto, a r4pida expansdo global de micro-
organismos resistentes mostrou que a situacdo ndo era tao favoravel e tranquila
guanto aparentava (MACCORMICK, 1998). A descoberta de novos recursos
terapéuticos ndo é capaz de acompanhar a evolugdo e a variedade dos diferentes
mecanismos de resisténcia bacterianos (GRACE; WANG; DAVIES, 2006;
PATERSON, 2006).

Dessa maneira, € possivel afirmar que o desenvolvimento de resisténcia por
certas bactérias patogénicas é mais rapido que a capacidade da indastria para
produzir novas drogas (NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001). Também, é
comum a verificacdo de casos em que 0 micro-organismo € resistente a uma ampla
variedade de antimicrobianos concomitantemente, tornando o tratamento de uma
infeccdo dificil ou, até mesmo, inviavel (AVILA; RIGOBELO; MALUTA, 2011). A
resisténcia a determinado agente antibacteriano, frequentemente, resulta em
resisténcia cruzada com outros agentes da mesma classe, como por exemplo,
sullfonamidas, tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos. Plasmideos e
transposons geralmente sdo mediadores de mudltipla resisténcia (QUINN et al.,
2005).

Como alternativa a preocupagdo constante com o0 aparecimento destas

linhagens, trabalhos cientificos investigam novas possibilidades de combate e
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reconhecimento de principios ativos quimicos eficazes contra bactérias patogénicas
resistentes. Plantas, j4 utilizadas comumente na medicina popular, representam
vasto campo de estudos nesta area (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

2.4.2 Extratos vegetais: alternativa a resisténcia

Os primeiros relatos da utilizacdo de plantas para a terapia datam do ano de
460 a.c., no entanto, investigacdes sobre o seu uso sistematico como medicamento
remetem & India Antiga, ao Egito e & China (WANZALA et al., 2005). Este uso no
tratamento e na cura de enfermidades é tdo antiga quanto a espécie humana, tendo
o conhecimento popular grande contribuicdo para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas obtidas a partir das plantas. Muitas vezes, este € o Unico recurso para
muitas comunidades e grupos étnicos que ndo dispdem de acesso a outros
tratamentos disponiveis pela medicina ou que a preferem em relacdo a medicina
tradicional por questdes culturais (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

O desenvolvimento desses saberes estd em expansdo e acompanha a
aprendizagem do homem nos cuidados da saude humana e animal (WANZALA et
al., 2005). Trabalhos empiricos tém trazido base cientifica ao uso popular de plantas
medicinais. De maneira indireta, a medicina popular desperta o0 interesse de
pesquisadores em estudos multidisciplinares que enriquecem o0 inesgotavel
conhecimento a respeito do uso terapéutico de plantas medicinais (MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002).

No Brasil, bem como em outros paises da América Latina, a fitoterapia, por
exemplo, constitui alternativa econémica em relacdo aos medicamentos alopéticos
uma vez que se caracteriza pela utilizacdo direta de plantas no tratamento de
doencas humanas (CARVALHO et al., 2002). De acordo com Gregoério (2006),
estima-se que em alguns continentes como a Africa, até 80% da populacéo faz uso
de medicamentos de origem vegetal. Na Alemanha e Fran¢a sao 75%, no Canada
70% e nos EUA 42% (LUBIAN et al., 2010). Além disso, extratos vegetais ou
substancias ativas vém sendo utilizados, também, na Medicina Veterinaria para o

tratamento de parasitoses e enfermidades infecciosas (COSTA, 1998).
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O tratamento da diarreia neonatal em bezerros, por exemplo, ¢é
convencionalmente realizado por antibioticoterapia. Entretanto, o uso ostensivo e
inadequado proporciona resisténcia bacteriana a diversos principios ativos. Agentes
patogénicos como, por exemplo, E. coli, apresentam casos de resisténcia
comprovados frente aos antimicrobianos disponiveis no mercado. Para reduzir ou
eliminar esse problema, a busca por meios alternativos, como o0 uso de compostos
naturais, vem sendo estimulada (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Como exemplos de vegetais estudados, ha assa peixe (Vernonia polyanthes),
sélvia (Salvia officinalis), alho (Allium sativum), macela (Achyurocline satureoides),
sete sangrias (Cupheae carthagenensis) e picdo preto (Bidens pilosa). O uso
medicinal do alho (A. sativum) como antimicrobiano vem sendo documentado por
diferentes autores, sendo possuidor de conhecido uso antibacteriano, também
consagrado pela medicina popular. Nas condigcbes de experimento de Carvalho,
Cruz e Wiest (2005), com excecédo das espécies alho porrd e nira (alhos folhiares), o
alho cultivado ou bulboso ndo apresentou acéo antibacteriana contra E. coli. No
trabalho de Packer e Luz (2007), o 6leo da mesma planta, contra E. coli ATCC
25922, também ndo apresentou halos de inibicdo. Na india, em contraste,
pesquisadores encontraram excelente atividade do extrato aquoso de alho contra
bactérias E. coli previamente caracterizadas como ETEC e EPEC (INDU et al.,
2006).

Extratos metandlicos e acetandlicos da raiz de B. pilosa (picdo preto) foram
capazes de inibir o crescimento de bactérias gram negativas, como E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae com concentra¢cdes inibitorias
minimas variando de 5,0 a 10,0 mg/mL, jA o extrato aquoso ndo demonstrou
atividade (ASHAFA; AFOLAYAN, 2009). De acordo com relatos anteriores, 0S
extratos de folhas de B. pilosa foram ativos contra bactérias Gram-positivas, mas
nao foram contra Gram-negativas, especificamente E. coli (RABE; VAN STADEN,
1997). Outros estudos, de origem fitoquimica, demonstraram que esta planta contém
compostos como flavonoides, alcalbides, esterdis e taninos (KHAN; KIHARA;
OMOLOSO, 2001; ASHAFA; AFOLAYAN, 2009), possiveis responsaveis pela
atividade antimicrobiana da espécie.
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No trabalho de Duarte et al. (2007), encontraram-se altos valores para
concentracfes de inibicdo de A. satureoides (macela) contra E. coli STEC. A espécie
A. minus, conhecida popularmente como bardana, representa uma das espécies
vegetais com vasta utilizacdo na medicina fitoterapica (KIRICI; KAYA; INAN et al.,
2004). No estudo de Lubian et al. (2010), constataram-se efeitos fungistatico e
fungicida frente a linhagens de Candida sp testadas.

Em pesquisa, utilizando-se linhagens padrdao conhecidas de Bacillus cereus,
E. coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
Salmonella Typhimurium, foi possivel demonstrar a presenca de halos de inibicdo
destes micro-organismos quando expostos ao extrato de V. polyantes Less (assa-
peixe). Contudo, efeitos bacteriostaticos e concentracdes inibitérias minimas foram
observados somente em B. cereus (180,1 mg/mL), E. coli (72,04 mg/mL) e P.
mirabilis (144,08 mg/mL) (JORGETTO et al., 2011).

O género Salvia possui em torno de 900 espécies, sendo destas, cerca de 60
encontradas em solo brasileiro. Algumas apresentam interesse cientifico para
pesquisas clinicas em geral, como Salvia officinalis L., da familia Lamiaceae,
originaria do Mediterraneo Oriental e adaptada as regides sul e sudeste do Brasil
(GARCIA, 2014). E uma planta com coloracdo violeta, herbacea, com flores
meliferas e medic@o entre 20 e 80 cm em altura, desenvolvendo-se bem em locais
de intensa luz solar e solos drenados. Além de conhecida pelo nome salvia, também
€ popularmente mencionada como salva-das-boticas, erva-santa e salvamansa. Em
sua composi¢ao quimica, apresenta 6leo essencial, compostos fendlicos, terpenos,
taninos, saponinas e proteinas (GARCIA, 2014). E considerada aromatica e com
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana, hipoglicemiante e
antitumoral. E comum seu uso como condimento e na medicina popular (MARTINS
et al., 1998; RADUNZ et al., 2010). Trata-se de uma planta medicinal muito popular,
que h&a décadas vem sendo estudada, além de amplamente usada para o tratamento
de varios grupos de doencas, preparacao de alimentos, fabricacdo de cosméticos,
perfumes e produtos de higiene (CUVELIER; RICHARD; BERSET, 1996; RADUNZ
et al., 2010). Inumeros trabalhos tém estudado o poder antimicrobiano desta planta
((LIXANDRU et al., 2010; BOZIN et al., 2007; STOJANOVIC et al., 2016; SOOKTO et
al., 2013; WECKESSER et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

A realizacdo do trabalho, tendo em vista o que ja foi apresentado, justifica-se:

- E. coli patogénicas sdo frequentemente associadas a surtos de toxinfeccéo
alimentar em humanos, podendo ser isoladas, também, de outros animais,
caracterizando-se como zoonose.

- A diarreia neonatal em bovinos é sério agravante nos sistemas de producéo
leiteira, responsavel por perdas econdmicas consideraveis no contexto das cadeias

produtivas.

- Os ruminantes sdo importantes reservatorios de STEC, sendo cabivel o estudo

epidemioldgico também em bezerros sem diarreia.

- Com o0s anos, 0 surgimento de bactérias multirresistentes a farmacos comerciais

tem dificultado o tratamento animal.

- O estudo do potencial antibacteriano de extratos vegetais € importante alternativa
para a descoberta de possiveis novos principios ativos, substancias multialvos

eficazes contra micro-organismos resistentes.
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4 OBJETIVOS

- Investigar a presenca de estirpes E. coli em amostras de fezes provenientes de

bezerros neonatos acometidos e ndo acometidos por sindrome diarreica;

- Caracterizar os isolados ETEC, STEC e EPEC através da pesquisa de genes

relacionados a seus fatores de viruléncia;

- Determinar o perfil de resisténcia dos isolados frente a diferentes drogas

antimicrobianas;

- Avaliar possivel potencial antimicrobiano de extratos vegetais contra as bactérias
isoladas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizacao do estudo

As amostras fecais foram colhidas de bezerros neonatos (de 1 a 90 dias)
provenientes de fazendas produtoras de leite situadas em cidades pertencentes a
regido Centro-Sul do Estado de Minas Gerais, Brasil, no periodo de dezembro de
2013 a agosto de 2014, na ocorréncia da enfermidade. Foi permitida a colheita em
quatro propriedades. Observando-se a extensdo, a quantidade de representantes
animais e os indices de producédo, a fazenda 4 foi a mais representativa quanto a
amostragem, com 900 hectares, rebanho de 3.500 fémeas e produtividade média de
12.500 kg leite/hectare/ano.

Um dos locais de colheita, juntamente com a exemplificacdo dos animais e

sistema de manejo, encontram-se na imagem a seguir (Figura 1).

Figura 1. Uma das propriedades leiteiras de colheita, exemplos de animais e de

sistema de manejo.

5.2Caracterizagdo das amostras

De um total de 200 amostras, 100 foram oriundas de animais diarreicos e 100
de animais sem diarreia alojados proximos aos acometidos. Como ressalve, todos os
bezerros estavam em sistemas de criacdo individualizados e alimentados

manualmente por tratadores, sendo todos pertencentes ao sexo feminino visto que
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0s machos, apdés o nascimento, eram vendidos ou abatidos. As principais racas
visualizadas foram Holandesas, Jersey, Gir e mesticos entre as mesmas.

As quantidades referentes a amostragem seguiram os numeros de 10, 14, 12
e 64 exemplares para as fazendas de 1 a 4 respectivamente, sendo 0S mesmos
valores para animais acometidos e nao acometidos.

As amostras fecais foram colhidas diretamente do reto animal, utilizando-se
suabe estéril, e inseridas em tubos contendo 1 mL de tampao fosfato salino (PBS). A
colheita foi realizada antes de qualquer administracdo medicamentosa nos bezerros.
Portanto, enquanto ainda diarreicos, visando analise posterior “in vitro” dos isolados
frente a antibioticos. Depois de colhidas, todas as amostras foram acondicionadas
em caixas isotérmicas com gelo e transportadas até o Laboratério de Biologia,
Genética e Fisiologia de Micro-organismos, Universidade José do Rosario Vellano,
UNIFENAS, Alfenas, MG.

5.3Isolamento e identificacdo microbioldgica

Apoés chegada ao laboratorio, de forma asséptica e apos diluicdo, 50 uL do
tampao PBS contendo a amostra foi transferido para placas de Agar Hicrome E.coli
(Himedia, india) pelo método em superficie, com o auxilio de alcas Drigalsky estéreis
descartaveis, e incubadas a 37°C por 24 horas.

Foram realizados testes bioquimicos tradicionais para a identificacdo da
espécie, sendo os isolados submetidos a uma bateria de provas bioquimicas de
acordo com Mac Faddin (1976) e testados para a fermentacéo da lactose, producao
de indol, reacbes vermelho de metila e Voges-Proskauer, utilizacdo de citrato,
producdo de urease e semeados em agar “Triple Sugar Iron” (TSI, Oxoid —
Inglaterra).

De cada placa, foram selecionados até oito isolados (UFCs) representantes
para posterior pesquisa de genes de viruléncia, transferidos para tubos contendo 20
mL de caldo “Brain Heart Infusion” (BHI — Himedia, India) e incubados a 37°C por 24
horas.

Logo apos, aliquotas de 750 uL da cultura foram adicionadas a 750 uL de

glicerol e armazenadas em freezer -80°C para analises futuras.
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5.4Extracao de DNA

Apés o periodo de incubacdo das culturas multiplicadas em caldo BHI,
procedeu-se a lavagem celular com TE pH 8,0 [10 mM Tris (hidroximetil)
aminometano — NH2C(CH20H)s — e 1 mM EDTA dissédico — C10H14N20sNaz . 2H20)]
e centrifugagéo a 5.000 rpm por 10 minutos a 10°C. Foi realizada a extracdo do DNA
através de protocolo proposto por Sambrook e Russell (2001).

Em seguida, o “pellet” foi ressuspendido em tampé&o de lise (Tris-HCI 200mM
pH 8.0, EDTA 50 mM pH 8.0, NaCl 100mM, SDS 10%, sarcosil 1% e proteinase K) e
incubado em Banho-maria & 56°C “overnight”. Posteriormente, aos tubos foram
adicionados 200 pL de Fenol equilibrado pH 8,0, agitados em vortex e centrifugados
a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. Apds, foi adicionado as amostras 200 uL de cloroférmio-isopropanol gelado
(24:1), seguido de agitacdo em vortex.

Para a separacdo das fases e limpeza do DNA, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, a fase
superior foi transferida para tubos novos, cuidadosamente para ndo tocar na
interface inferior. Visando a precipitacgdo do DNA, foi acrescentado 1 mL de
isopropanol gelado, seguido de centrifugagéo a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C.

A fase liquida foi descartada e o “pellet” lavado com 200 uL de etanol 70%
(v/v). Apés a centrifugacdo sob as mesmas condi¢des anteriores, a fase liquida foi
novamente descartada e o “pellet” colocado para secar em temperatura ambiente,
+25°C, por 60 minutos. Posteriormente, o0 mesmo foi ressuspendido em 50 uL de
agua ultrapura Milli-Q estéril (Millipore Corporation, EUA). A solucéo foi estocada em
freezer (-20°C).

A avaliagdo da quantidade do DNA e da sua qualidade foi realizada com o
auxilio de um espectrofotbmetro NanoDrop-2000/2000c (Thermo Scientific, EUA),
medindo-se a absorbancia de cada amostra nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm. A relacdo da absorbancia entre estes dois comprimentos de onda resulta no
valor referente a qualidade do DNA, que estando no intervalo de 1,8 a 2,0 é
considerado um DNA de boa qualidade (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
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5.5 Detecc¢éo dos genes de viruléncia por PCR

Para a deteccdo de ETEC, EPEC e STEC foram realizadas amplificacdes por
PCR. Para tal, um total de 5 uL de amostras de DNA foi adicionado em 45 uL da
mistura de PCR, consistindo de 200 uM DNTPs (1 uL) (for each deoxynucleoside
triphosphates — dATP, dCTP, dGTP and dTTP) (Promega Corporation, USA), 10
pmol de cada “primer” (0,8 uL) (Invitrogen, USA), 25 mM MgClz (6 uL) (Promega
Corporation, USA), 5x Green GoTaq® Flexi Buffer (10 uL) (Promega Corporation,
USA), 5U.uLt GoTag® Flexi DNA polymerase (0,25 plL) (Promega Corporation,
Madison WI, USA). Agua MilliQ foi adicionada até completar o volume total.

Amplificacbes dos genes especificos foram conduzidas em Termociclador
Veriti 96 “Well Thermal Cycler,” mod. 9902 (Applied Biosysstems, USA). Os ciclos
consistiram de um estagio inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos, cada
um contendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30
segundos (56°C para o gene bfp), e extensédo a 72°C por 30 segundos. O ciclo de
extensdo final foi a 72°C por 7 minutos. A descricdo dos “primers” encontra-se na
Tabela 1.

Produtos amplificados pela reagcdo de PCR foram analisados através da
eletroforese em gel de agarose a 1,8% (GIBCO BRL — Life Technologies, EUA) em
TBE 0,5x (para 5 X, 54,0 g Tris; 3,72 g EDTA [NaZ2], 27,5 acido g bérico, 800 mL de
agua MilliQ, pH 8,1). A eletroforese foi realizada em cuba eletroforética Pharmacia
Biotech (max submarine unit HE 99 X), com fonte Pharmacia Biotech (EPS 300) nas
condi¢cBes de 150 V por 1 hora e 30 minutos. O tamanho dos fragmentos de DNA foi
determinado por marcador molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA). ApGs
a corrida eletroforética, os géis foram corados com brometo de etidio (1ug/mL) e
visualizados em transiluminador UV (Major Science, USA), fotografados (Sistema de
Documentacédo Digital Digidoc-BA c/camera digital colorida, BIOAGENCY INT) e

analisados.



Tabela 1. Lista de “primers” utilizados nas reacdes de PCR
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Sequéncia de oligonucleotideos

Tamanho do

Primers li b Referéncia
(Primer) (5> 3) amplicon (pb)

STa —F TCCGTGAAACAACATGACGG

244 SALVADORI et al. (2003)
STa -R ATAACATCCAGCACAGGCAG
LT II-F AGATATAATGATGGATATGTATC

300 SALVADORI et al. (2003)
LT II-R TAACCCTCGAAATAAATCTC
stx, _F AGAGCGATGTTACGGTITG 388 CHINA, PIRSON e MAINIL
stx; —-R TTGCCCCCAGAGTGGATG (1996)
stxo—F TGGGTTTTTCTTICGGTATC 807 CHINA, PIRSON e MAINIL
stxa— R GACATTCTGGTTGACTCTCTT (1996)
eae —F AGGCTTCGTCACAGTTG 570 CHINA, PIRSON e MAINIL
eae —R CCATCGTCACCAGAGGA (1996)
bfp — F GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT

300 VIDAL et al. (2004)
bfp — R GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT

5.6 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

As estirpes isoladas foram repicadas em tubo contendo 3 mL de caldo BHI

(Himedia, India), incubadas a 37°C por 24 horas, transferidas para tubos contendo

solugcéo salina (NaCl 150 mM) e padronizadas em 0,5 da escala de MacFarland.

Apos a incubacgéao, a suspenséo foi semeada com o auxilio de suabe estéril em placa

contendo agar Mueller-Hinton (Himedia, india) e, apds aproximadamente 3 minutos,

tempo necessario para a secagem da superficie do meio de cultura, foram colocados

os discos contendo os antimicrobianos (BAUER et al.,1966).
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Os antimicrobianos testados foram selecionados pela utlizacdo na
bovinocultura, sendo eles: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), estreptomicina (10
Mg), gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug), cloranfenicol (30 ug), tetraciclina (30
Mg), nitrofurantoina (300 ug), sulfametoxazol+trimetoprim (25 ug) e acido nalidixico
(30 pg).

Realizou-se a leitura por meio da medida dos halos de inibigcdo, com o auxilio
de paquimetro. Os diametros foram comparados com o0 guia estabelecido pela
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2013). Como controle de
gualidade, foram realizados, também, testes utilizando-se a cepa padrao Escherichia
coli ATCC 25922.

Pensando-se na determinacédo do fator multirresisténcia, foi utilizado o indice
MAR (multipla resisténcia a antimicrobianos), que é definido pelo exemplo “a/b”, em
que “a@” € o numero de antimicrobianos aos quais o isolado apresentou resisténcia e
“‘b” equivale ao numero de antimicrobianos aos quais o isolado foi testado

(KRUMPERMAN, 1983).

5.6.1 Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) - Antimicrobianos

Para determinacédo da CIM, foi utilizada a técnica do Etest (Epsilometer test,
Biomérieux Ltda.), em que fitas finas e inertes contendo os antimicrobianos
gentamicina (10 pg) e sulfametoxazol+trimetoprim (25 pg), em escalas calibradas
indicando a concentracdo das drogas, foram colocadas sobre o inéculo. As estirpes
isoladas foram preparadas conforme o antibiograma descrito no item anterior (CLSI,
2013). Apobs incubacdo e crescimento microbiano, os halos de inibicdo foram

inspecionados, observando-se o ponto de interseccao da elipse (CLSI, 2013).

5.7ldentificacdo soroldgica

As amostras de E. coli foram identificadas através da pesquisa do antigeno O
(sorogrupo). A sorologia foi realizada por meio da técnica de aglutinagcdo em lamina.
Os antissoros testados foram os polivalentes da Probac (Probac do Brasil Produtos

Bacteriol6gicos Ltda), como segue:
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Polivalente A: anticorpos para os sorogrupos de E. coli 026, 055, Ol111 e

0119.

Polivalente B: anticorpos para os sorogrupos de E. coli 0114, 0125, 0142 e
0158.

Polivalente C: anticorpos para os sorogrupos de E. coli 086, 0126, 0127 e
0128.

Estas mesmas estirpes foram também testadas com antissoro especifico
0157. A fim de se evitar reac¢des cruzadas, inicialmente foram utilizados os soros

polivalentes A e B, e ndo ocorrendo aglutinacao, foi utilizado o soro polivalente C.

5.80btencao dos extratos hidro alcodlicos vegetais

Os extratos fluidos hidro alcodlicos testados foram os de assa peixe (Vernonia
polyanthes), sélvia (Salvia officinalis), alho (Allium sativum), macela (Achyurocline
satureoides), sete sangrias (Cupheae carthagenensis) e picédo preto (Bidens pilosa).
Os mesmos foram obtidos comercialmente (Bio Tae, Industria e Comércio de
Insumos Farmacéuticos, Cosméticos e Alimenticios Ltda, Tatui, SP, Brasil e Aksy
Comercial Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) e armazenados de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Para o processo de rotaevaporacdo do solvente, em aparelho de evaporacéo
rotativa (Evaporador Rotativo — modelo 802 — marca Fisatom Equipamentos
Cientificos Ltda — S&o Paulo/SP — Brasil), 500 mL do extrato foi colocado em um
baldo de vidro acoplado ao suporte de levantamento rapido e submetido a banho-
maria em temperatura controlada entre 50-60°C, com rotacdo e pressao constante
de 40 rpm e 500 mmHg respectivamente. O extrato foi mantido nas condi¢des
citadas até a total remocdo do solvente, evidenciada pela interrupcdo da liberacéao
de alcool no baldo de recolhimento do condensador. Apés o término, o extrato foi
transferido para um frasco de polietileno, devidamente identificado, e armazenado a
temperatura de -20°C para avaliar a eficacia do método por meio do congelamento
(BRASIL, 2010).
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Posteriormente, seguiu-se a liofilizacdo, na qual os extratos submetidos a
evaporacao rotativa foram distribuidos em frascos de vidro, tipo penicilina (50 mL),
previamente identificados e pesados em balanca analitica. Os frascos destampados
foram dispostos no liofilizador (Liofilizador Christ — modelo Beta 2-16) por sete dias
para total retirada da agua, obtendo como resultado aliquotas em p4. Apds o término
da liofilizagao, os frascos foram rapidamente tampados e lacrados, evitando-se ao
maximo a absorcdo de umidade. Em seguida, foram pesados em balanca analitica

para o calculo da massa obtida.

5.8.1 Triagem — Extrato vegetal

Em busca da inicial comprovacédo da atividade antimicrobiana dos extratos
vegetais frente aos isolados, realizou-se a técnica de triagem. Para cada frasco tipo
penicilina (50 mL), apos pesagem final e confirmacdo da massa obtida, preparou-se
diluicdo especifica, com agua estéril, para obtencdo da concentracdo desejada. As
concentracfes utilizadas foram as de 150, 100 e 50 mg/mL, sendo o limiar maximo
decidido apés verificacdo literaria da inviabilidade de concentracdes maiores para
estudo, pois a procura cientifica pretende sempre englobar valores minimos
eficazes, diminuindo riscos toxicol6gicos para hospedeiros.

Os isolados foram repicados em tubo contendo 3 mL de caldo BHI, incubadas
a 37°C por 24 horas, transferidas para tubos contendo solugéo salina (NaCl 150 mM)
e padronizadas em 0,5 da escala de MacFarland. Apds, a suspenséao foi semeada
com o auxilio de suabe estéril nas respectivas placas.

Em placas descartaveis estéreis, contendo agar Mueller Hinton (Himedia,
india), foram perfurados pocos com o auxilio de perfuradores metélicos. Em cada
exemplar, cinco pogos, sendo eles para as seguintes finalidades: trés contendo as
concentracbes de pesquisa (150 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL), um controle
positivo (clorexidina 0,12%) e um controle negativo (dgua estéril). As solucbes de
extratos vegetais foram depositadas até a borda dos pocos, totalizando 200 uL em
cada, para total contato com a bactéria inoculada. Esperaram-se alguns minutos, até

a absorcdo dos liquidos pelo agar, seguido de incubacdo a 37°C por 24 horas.
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Resultados positivos caracterizaram-se por meio da formacao de halos de inibigéo
de crescimento (CLSI, 2013).

5.8.2 Determinacao da CIM — Extrato vegetal

Previamente aos ensaios, os isolados foram repicados em tubo contendo 3
mL de caldo BHI, incubadas a 37°C por 24 horas, transferidas para tubos contendo
solucédo salina (NaCl 150 mM), padronizadas em 0,5 da escala de MacFarland e
diluidas em 1:10. Os extratos, mediante preparacdo de solu¢cdo padrdo com
concentragdo inicial (50 mg/mL), foram esterilizados por filtragao (filtros Millipore
0,22 um) e armazenados microtubos de 2 mL estéreis a temperatura de —70°C.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos frente as estirpes
bacterianas foi investigada pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo-se
diretrizes da CLSI (2013). As concentracfes testadas abrangeram a escala de 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 0,78; 0,39; 0,195; 0,097; 0,05; 0,025 e 0,012 mg.mL™.
Para os testes, empregaram-se placas de microdiluigdo com mdltiplos pogos.

Durante os ensaios, aliquotas de 10 uL dos in6culos foram dispensadas nos
pocos, estes ja contendo 100 ulL/pogo de caldo Mueller Hinton (Himedia, india), 2x
concentrado, e diferentes concentragcdes do extrato a ser testado (Figura 2). Em
seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A interpretacdo dos
resultados foi realizada por meio da leitura visual das placas de ensaio,
considerando-se a presenga ou a auséncia de turvagdo, comparativamente aos
controles positivo e negativo. A CIM foi definida como a menor concentragdo do
extrato que impediu o crescimento bacteriano, caracterizado pela turvacdo no poco
(CLSI, 2013).
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Os pogos de A até F e de G até L correspondem ao Controle de
Crescimento | [10uL de suspenséo-padréo (indculo de trabalho) + 100uL de
caldo Mueller Hinton estéril, isento de extrato] e Controle de Esterilidade
(Caldo Mueller Hinton estéril), respectivamente.

Controles de Crescimento @ @ @ @ @ . . . . . . Controle de Esterilidade
E.coli ATCC25922+ Antimicrobiano O O O O O Q O O O O O O
| 000000000000
E.coli ATCC25922 + Extrato O O O O O O O O O O O O

wates 20| O OO OO OOO0O0O0O0
0l0/0]0]0]0]0/0]0l0)0]e,
0l0/0]0]0]0]0/0]0l0)0]e,
(Ensaios com extrato hidro alcodlico) O O O O O O O O O O O O

25 125 6,25 3125 15625 078 039 0,195 0,097 0,05 0,025 0,012 (mg/mL)

Concentragdes (0,012-25 mg/mL).

Figura 2. Metodologia de Microdiluicdo em caldo - CIM para extratos vegetais em

placas de 96 pocos.

5.8.3 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) — Extrato
vegetal

A CBM foi determinada a partir de pocos em que, ap6s incubacdo nao
apresentaram nenhuma turbidez, ou seja, concentracbes maiores que a CIM.
Destes, foi transferido uma aliquota de 10 pL para a superficie de placas de Petri
contendo agar Hicrome E. coli (Himedia, india), as quais foram incubadas a 37°C por
24 horas. Em seguida, a menor concentracdo do extrato que ndo proporcionou o
crescimento bacteriano caracteristico foi considerada como sendo a concentracao
bactericida minima (CBM) (CLSI, 2013). Todos os ensaios relacionados aos extratos

foram realizados em triplicata.
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6 RESULTADOS

6.1Deteccéo dos patotipos de E. coli

Do total de 100 amostras analisadas, pertencentes aos animais diarreicos,
foram isoladas 36 estirpes virulentas, positivas para pelo menos um dos genes
procurados. Referente aos animais sem diarreia, identificou-se 9 isolados positivos.
A tabela abaixo relaciona as fazendas de origem amostral aos perfis genéticos dos

isolados (Tabela 2 e Tabela 3). O gene LT-Il ndo foi encontrado na presente analise.
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Tabela 2. Perfil genético associado aos patotipos de E. coli STEC, ETEC e EPEC

em amostras fecais oriundas de bezerros diarreicos

Animais com diarreia

Isolados Amostra Propriedade Pat6tipo Fatores viruléncia
1 25C 4 EPEC eae
2 25C 4 EPEC eae
3 26 C 4 EPEC eae
4 26 C 4 EPEC eae
5 28 C 4 EPEC eae
6 28 C 4 EPEC eae
7 33C 4 EPEC eae
8 33C 4 EPEC eae
9 11C 4 EPEC bfp
10 14 C 4 EPEC eae + bfp
11 88 C 4 ETEC Sta
12 10C 4 STEC stx1
13 22C 4 STEC stx1
14 24 C 4 STEC stx1
15 32C 4 STEC stx1
16 43 C 4 STEC stx1
17 72 C 4 STEC stx2
18 5C 1 STEC stx2
19 61 C 1 STEC stx2
20 12C 4 STEC stx1l + stx2
21 13C 4 STEC stx1l + stx2
22 23C 4 STEC stx1l + stx2
23 30C 4 STEC stx1l + stx2
24 18C 4 STEC stx1l + stx2
25 19C 4 STEC stx1l + stx2
26 20C 4 STEC stx1l + stx2
27 34 C 4 STEC stx1l + stx2
28 35C 4 STEC stx1 + stx2
29 44 C 4 STEC Stx1l + eae
30 56 C 4 STEC Stx1l + eae
31 57C 4 STEC Stx2 + eae
32 4C 2 STEC Stx2 + eae
33 36 C 3 STEC Sstx1 + stx2 + eae
34 58 C 4 STEC Stx1 + stx2 + eae
35 60 C 4 STEC Stx1 + stx2 + eae
36 74 C 4 STEC Stx1 + stx2 + eae

*C: com diarreia.
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Tabela 3. Perfil genético associado ao patétipo STEC em animais sem diarreia.

Animais sem diarreia

Isolados Amostra Propriedade Patétipo Fatores viruléncia
1 10 s* 4 STEC stx1
2 22Ss 4 STEC stx1
3 43S 4 STEC stx1
4 47 S 4 STEC stx2
5 58S 4 STEC stx2
6 59 S 4 STEC stx1l + stx2
7 63 S 4 STEC stx1l + stx2
8 69 S 4 STEC Sstx1l + stx2
9 99 S 2 STEC Stx1l + stx2

*S: sem diarreia

6.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os resultados relacionados a susceptibilidade revelaram alta porcentagem de
estirpes resistentes frente aos antimicrobianos testados. Os dados referentes ao
perfil de resisténcia dos isolados oriundos de animais acometidos e ndo acometidos
encontram-se nas Tabela 4 e Tabela 5 respectivamente. A demonstracdo dos

valores em porcentagens pode ser observada nas Figuras 3 e 4.



32

Tabela 4. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos - isolados animais diarreicos

Animais com diarreia

Isolados Propriedade Perfil de Resisténcia
1 4 GEN, EST, TET, AMP, SUT, NIT, CFL
° 4 GEN, EST, TET, NAL, CIP, AMP, SUT, NIT, CFL
3 4 wx
4 4 GEN, EST, TET, NAL, CIP, AMP, SUT, NIT, CFL
5 4 x
6 4 ok
7 4 EST, TET, AMP, SUT, NIT, CFL
8 4 GEN, EST, TET, NAL, CIP, AMP, SUT, NIT, CFL
9 4 GEN, EST, TET, NAL, AMP, CIP, SUT, CFL
10 4 TET, AMP, SUT, NIT, CFL
11 4 o
12 4 EST, TET, NAL, AMP, CIP, SUT, NIT, CFL
13 4 GEN, EST, TET, AMP, CLO, SUT, NIT, CFL
14 4 ok
15 4 EST, TET, NAL, CIP, SUT, CFL
16 4 o
17 4 EST, TET, NAL, AMP, CLO, SUT, CFL
18 1 EST, TET, AMP
19 1 GEN, EST, TET, AMP
20 4 GEN, EST, TET, NAL, CLO, AMP, CIP, SUT
21 4 EST, TET, AMP, CLO, SUT, CFL
22 4 GEN, EST, TET, NAL, CLO, AMP, SUT, NIT, CFL
23 4 GEN, EST, TET, NAL, AMP, CIP, SUT, NIT, CFL
24 4 EST, TET, AMP, CLO, SUT, NIT, CFL
25 4 EST, TET, NAL, NIT
26 4 GEN, EST, TET, AMP, SUT, NIT, CFL
27 4 >k
28 4 o
29 4 GEN, EST, TET, NAL, AMP, CIP, NIT, CFL
30 4 EST, TET, NAL, AMP, CLO, CIP, SUT, CFL
31 4 EST, TET, NAL, CLO, AMP, CIP, SUT, CFL
32 2 EST, CFL, AMP, NIT
33 2 EST, GEN, TET, CLO, AMP, SUT, NIT, CFL
34 4 GEN, EST, TET, NAL, CLO, AMP, CIP, SUT, CFL
35 4 EST, TET, NAL, CLO, AMP, CIP, SUT, NIT, CFL

36 4 il

*(GEN — gentamicina, EST — estreptomicina, TET - tetraciclina, NAL — &cido nalidixico, CLO —
cloranfenicol, AMP — ampicilina, CIP — ciprofloxacina, SUT - sulfametoxazol+trimetoprim, NIT —

nitrofurantoina, CFL — cefalotina). ** Resisténcia a todos os antimicrobianos testados.
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Isolados - Animais sem diarreia

Isolados

1

© 0o N o g b~ w N

Propriedade

4

. T . T R S T

2

Perfil de Resisténcia
EST, TET, CFL
GEN, EST, TET, CFL
EST, TET, AMP, CFL
EST, TET, AMP, CFL
GEN, EST, TET, CFL
GEN, EST, TET, AMP
EST, TET, AMP
o

*k

*(GEN — gentamicina, EST — estreptomicina, TET — tetraciclina, NAL — acido nalidixico, CLO —

cloranfenicol, AMP — ampicilina, CIP — ciprofloxacina, SUT - sulfametoxazol+trimetoprim, NIT —

nitrofurantoina, CFL — cefalotina). ** Resisténcia a todos os antimicrobianos testados.
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Figura 3. Gréfico de porcentagem de isolados oriundos de animais diarreicos

resistentes aos antimicrobianos testados (GEN — gentamicina, EST — estreptomicina,

TET - tetraciclina, NAL — acido nalidixico, CLO — cloranfenicol, AMP — ampicilina,

CIP — ciprofloxacina, SUT - sulfametoxazol+trimetoprim, NIT — nitrofurantoina, CFL —

cefalotina).
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Perfil de resisténcia - Animais sem diarreia
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Figura 4. Gréfico de porcentagem de isolados oriundos de animais sem diarreia
resistentes aos antimicrobianos testados (GEN — gentamicina, EST — estreptomicina,
TET - tetraciclina, NAL — acido nalidixico, CLO — cloranfenicol, AMP — ampicilina,
CIP — ciprofloxacina, SUT - sulfametoxazol+trimetoprim, NIT — nitrofurantoina, CFL —

cefalotina).

Com relagcdo ao indice MAR (mdltipla resisténcia a antimicrobianos),
observou-se que dos 45 isolados analisados, 3 (6,7%) apresentaram indice MAR 0,3
(resisténcia a trés antimicrobianos), 8 (17,8%) apresentaram MAR 0,4 (resisténcia a
quatro antimicrobianos), 1 (2,2%) apresentou MAR 0,5 (resisténcia a cinco
antimicrobianos), 3 (6,7%) apresentaram MAR 0,6 (resisténcia a seis
antimicrobianos), 4 (8,9%) apresentaram MAR 0,7 (resisténcia a sete
antimicrobianos), 8 (17,8%) apresentaram MAR 0,8 (resisténcia a oito
antimicrobianos), 7 (15,5%) apresentaram MAR 0,9 (resisténcia a nove
antimicrobianos) e 11 (24,4%) apresentaram MAR 1 (resisténcia a dez

antimicrobianos, ou seja, a todos aos quais foram expostos).
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6.3 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM) - Antimicrobianos

Para aqueles isolados classificados como resistentes no antibiograma, foi
realizado o Etest para mensurar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), valor
minimo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para gentamicina (10 ug), foram
encontrados os seguintes valores: 24 pg/mL, 38 pg/mL, 48 pg/mL e 64 ug/mL. Para
sulfametoxazol+trimetoprim (25 ug), todos foram resistentes a escala de graduacéo

da droga presente na fita; ndo havendo, portanto, formacao de elipse de inibic&o.

6.4 Determinacao de sorogrupos O dos isolados de E.coli

Do total de isolados analisados, houve reagentes positivos para 0s antissoros

polivalentes A, B e C. O antissoro especifico 0157 nédo foi detectado (Tabela 6).
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Tabela 6. Relacdo de isolados e respectivos dados soroldgicos

Animais com diarreia

Isolados Propriedade Sorogrupo
1 4 A*
2 4 A
3 4 A
4 4 A
5 4 A
6 4 A
7 4 C
8 4 C
9 4 B

10 4 B
11 4 NT
12 4 C
13 4 NT
14 4 NT
15 4 NT
16 4 NT
17 4 NT
18 1 NT
19 1 C
20 4 A
21 4 A
22 4 B
23 4 B
24 4 C
25 4 C
26 4 NT
27 4 NT
28 4 NT
29 4 C
30 4 C
31 4 B
32 2 B
33 2 A
34 4 B
35 4 C
36 4 C
Animais sadios
1 4 A
2 4 C
3 4 NT
4 4 A
5 4 A
6 4 A
7 4 A
8 4 C
9 2 NT

*Antissoros polivalentes (A-O26, 055, 0111, O119; B-0114, 0125, 0142, 0O158; C-086, 0126,
0127, 0128) / NT: néo tipavel.
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6.5 Atividade antimicrobiana — Extratos vegetais

Nos testes de susceptibilidade utilizando-se extratos vegetais, os 45 isolados
positivos aos testes moleculares anteriores mostraram-se sensiveis (presenca de
halos de inibicdo, conforme figura 5) somente frente ao extrato hidro alcoolico de
Salvia officinalis L. (salvia), com medi¢cGes dos halos entre 13 e 22 mm. Sendo, com
este, realizados demais testes para confirmar possiveis concentracdes inibitorias e
microbicidas. Na triagem, verificacdo qualitativa, foi possivel observar halos para

todas as concentracdes testadas.

Figura 5 — Triagem. 1- Controle positivo (clorexidina 0,12%), 2 — Controle negativo
(agua estéril), 3 — Concentragdo 150 mg/mL, 4 - Concentragdo 100 mg/mL e 5 -

Concentracdo 50 mg/mL.

Para o teste de microdiluicdo em caldo em placas de multiplos pogos, foi
determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para isolados pertencentes a
animais acometidos e, também, a animais ndo acometidos. Houve inibicdo do

crescimento bacteriano a partir da concentracdo 3,125 mg/mL (minima capaz de
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inibicdo), seguidas das demais concentracdes em ordem crescente (6,25 mg/mL;
12,5 mg/mL e 25 mg/mL).

Na determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas das
concentracbes em que houve auséncia de turbidez no teste anterior foram
inoculadas em placas contendo &gar. ApOs incubacdo, houve crescimento
bacteriano para todas as concentracdes testadas.
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7 DISCUSSAO

A diarreia é considerada uma das principais causas de morbidade e
mortalidade de bezerros neonatos em diferentes localidades no mundo e varios
autores tém relatado a ocorréncia de E. coli patogénicas em rebanhos bovinos
(BONARDI et al., 2015; SHAHRANI; DEHKORDI; MOMTAZ, 2014; MOURA et al.,
2012). No presente trabalho, foram identificados isolados positivos, ap0s analise por
PCR, aos fatores de viruléncia relacionados aos patotipos ETEC, EPEC e STEC. Em
trabalho realizado por Gregory et al. (2014), verificando a ocorréncia de agentes
bacterianos em fezes diarreicas de bezerros bufalos nos Estados de S&o Paulo e
Parand, constatou-se alta incidéncia de E. coli, em 97,8% (45/46) das amostras.
Apoés analise genética, dois isolamentos apresentaram STEC. Mostrando-se, assim,
a importancia da identificacdo genética confirmatéria de estirpes virulentas visto que
a bactéria em questdo é habitante natural da microbiota intestinal de ruminantes e
sendo, portanto, comensal e comumente encontrada nas fezes.

Referente as amostras obtidas de animais sem diarreia, também foram
identificadas estirpes patogénicas. Neste contexto, vale ressaltar a relevancia de
também estudar microbioldgica e geneticamente isolados bacterianos de animais
ndo acometidos visto que ruminantes sdo importantes reservatorios e possiveis
fontes de infeccdo do patétipo STEC (KONEMAN et al., 2001). Moura et al. (2012)
identificaram bactérias patogénicas classificadas como STEC em seu estudo, tanto
em bezerros neonatos néo diarreicos quanto em diarreicos. Porcentagens positivas
acima de 40% de deteccdo foram constatadas para ambos o0s casos.
Diferentemente, no estudo desenvolvido por Ok et al. (2009), de 18 isolados de E.
coli oriundos de bezerros sem diarreia, nenhum foi positivo para genes associados
as toxinas stx; e stxo.

Quanto aos resultados encontrados por Moura et al. (2012), também foram
reportados isolados portadores positivos para 0S genes stxi, Stx2 e eae
concomitantemente, revelando o agravamento pela verificagdo de mais de um fator
de viruléncia. E sabido que isolados STEC podem albergar a ilha de patogenicidade

homodloga a LEE (“Locus of Enterocyte Effacement”) de EPEC e provocarem lesfes
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tipo “attaching and effacing”, codificadas pelo gene eae (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Pereira et al. (2014) coletaram amostras fecais de vacas leiteiras de
propriedades rurais do Estado de Sdo Paulo. Por meio da extracdo de DNA e
amplificacdo de genes, constataram-se estirpes carreadoras dos genes stxi somente
(11,2%), stx2 somente (12,1%), eae somente (5,6%), stxi+stxy (4,6%), stxi+eae
(13,7%) e stxoteae (8,4%). Altas taxas de resisténcia foram encontradas para 0s
antimicrobianos penicilina e estreptomicina. Na pesquisa desenvolvida por Carvalho
et al. (2012), foram isoladas 163 estirpes de E. coli a partir de suabes retais de
bovinos em matadouros do Estado de Sdo Paulo. Foi analisada a presenca dos
genes stx: e stx2 por PCR, obtendo-se confirmagédo em 42,3% dos casos. J& Costa
(2013), nos Estados do Rio de Janeiro e Rondbnia, analisou amostras fecais de
origem bovina e foram encontrados 167 isolados caracterizados molecularmente
como STEC, carreadores do gene stx.

Assumpcéo et al. (2015) estudaram a ocorréncia dos genes de viruléncia stx1
e stx2 em bactérias E. coli isoladas de bovinos adultos, especificamente vacas em
lactacdo. Do total de amostras obtidas, 16% carreavam stx1, 17,3% stx2 e 6,6%
ambos. Na Africa do Sul, estirpes STEC foram isoladas de fazendas leiteiras, sendo
observados 44% dos isolados carreadores de stx1, 45,3% de stx2 e 10,7% de
stx1+stx2 (IWERIEBOR et al., 2015).

Noll et al. (2015), apO6s andlise de amostras fecais de bovinos em
confinamento, detectaram aquelas classificadas como STEC, sendo destas, 94,1%
positivas para o gene stx2 e 64,4% para stx1. Em semelhanca, na lItalia, também a
partir de fezes bovinas, identificou-se a predominancia de genes relacionados as
toxinas produzidas por STEC, em especial stx2 (BONARDI et al., 2015). No Iran,
oriundos de bezerros diarreicos, também foi evidenciada a constatacao de estirpes
STEC, possuidoras de genes stxl e stx2, isoladamente ou em concomitancia
(SHAHRANI; DEHKORDI; MOMTAZ, 2014).

Akihama et al. (2015) também observaram isolados STEC, como também o0s
patotipos ETEC e EPEC, sendo detectados os genes stxl, stx2, ST, LT e eae
respectivamente. Tais patégenos estdo associados a doencas de carater zoonético

e consistem em um problema de saude publica. STEC estédo relacionadas a colite
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hemorragica e a sindrome hemolitico urémica em humanos. Ja EPEC e ETEC, a
diarreicas em criancas em paises em desenvolvimento, como também a casos de
gastroenterites e surtos alimentares. O contato entre homem e animal pode ocorrer
por meio de alimentos manipulados inadequadamente e até mesmo irrigados com
agua contaminada por residuos fecais (BONARDI et al., 2015).

No presente trabalho, em semelhanca a Carvalho et al. (2012), n&o foram
detectadas estirpes O157. Porém, Stella et al. (2012) identificaram dois isolados
provenientes de amostras fecais bovinas pertencentes ao sorotipo O157:H7. E
confirmado que infecgbes por estirpes ndo O157 sdo cada vez mais prevalentes,
inclusive os sorogrupos 026 e 0111, que ja foram envolvidos com graves surtos e
enfermidades em humanos (RIGOBELO et al., 2006; BONARDI et al., 2015).

Existe frequente preocupacao cientifica quanto ao aparecimento de isolados
resistentes a varias classes de antimicrobianos. Com relagéo ao indice MAR, foram
verificadas altas taxas de resisténcia, analisando-se numericamente a quantidade de
estirpes e a de antimicrobianos aos quais foram expostas. Na Turquia, Gdller,
Gundiz e Ok (2008) identificaram, entre bactérias E. coli oriundas de amostras de
bezerros diarreicos, estirpes carreadoras dos genes stxi, stxo e eae, de forma
isolada ou concomitante. Ainda, constataram a presencga do gene Sta em alguns
exemplares. Além disso, foi realizada a determinacgéo da susceptibilidade bacteriana
a 14 agentes antimicrobianos. Em 77,3% dos isolados, a multirresisténcia foi
detectada. Altas taxas de resisténcia foram identificadas para cefalotina (72%),
tetraciclina  (69,3%), ampicilina (65,3%), &cido nalidixico (53,3%) e
sulfametoxazol+trimetropim (52%). Os resultados, assim como 0S presentes,
evidenciam a relevancia de estudar a multirresisténcia e caminhos para o seu
controle.

Verdier et al. (2012) isolaram E. coli enteropatogénicas de bezerros neonatos
diarreicos. De 95 estirpes testadas frente a antimicrobianos, 61% foi resistente a um
ou mais e 28% apresentou resisténcia a classes variadas, principalmente na
concomitancia de estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina. Gow et al. (2008), no
Canada, obtiveram isolados de E. coli provenientes de bezerros de corte. Apds

testes de susceptibilidade, as bactérias foram mais comumente resistentes a
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tetraciclina, sulfametoxazol e estreptomicina. A resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano foi identificada em 48,8% dos casos.

Shahrani, Dehkordi e Momtaz (2014), apos avaliacdo do perfil de resisténcia
de STEC provenientes de bezerros com diarreia, identificaram consideravel
percentual de resisténcia a penicilina (100%), estreptomicina (98,25%), tetraciclina
(98,09%), cloranfenicol (73,8%), ampicilina (71,11%), trimetoprim (62,22%) e
ciprofloxacina (60,31%). J4 na pesquisa desenvolvida por Aslam, Standford e
McAllister (2010), estirpes E. coli O157:H7 isoladas de bovinos em confinamento
apresentaram, em evidéncia, resisténcia a tetraciclina (69%). No trabalho realizado
por Amézquita-Lopez et al. (2016), apds a investigacdo de STEC 0157 e ndao-O157
isoladas de bovinos, ovinos e aves, observou-se uma predominante resisténcia aos
antimicrobianos ampicilina, cefalotina e cloranfenicol.

Assumpcdo et al. (2015) também analisaram isolados STEC, estes
provenientes de vacas leiteiras, e relataram elevado nivel de resisténcia aos
antimicrobianos testados (ampicilina, tetraciclina, trimetoprim, eritromicina, acido
nalidixico, estreptomicina, novobiocina, lincomicina, penicilina e neomicina), além de
perfis de multirresisténcia. Portanto, pesquisas na area sédo importantes visto que a
disseminacdo de estirpes resistentes pode dificultar o tratamento animal ou até
alcancar e promover doencas humanas.

Antimicrobianos como ampicilina, tetraciclina, cefalotina, ciprofloxacina,
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina e sulfametoxazol+trimetoprim, assim
como no presente estudo, foram testados contra STEC advindas de amostras fecais
bovinas, sendo encontrada elevada prevaléncia de isolados multirresistentes
(IWERIEBOR et al., 2015). Esses dados podem ser justificados, pois inUmeras
classes de antibidticos sdo usadas na producdo animal, como betalactamicos,
sulfonamidas, estreptomicinas, macrolideos e quinolonas. No entanto, sabe-se que
muitas destas intervencdes ndo sao realizadas para fins terapéuticos, e sim na
tentativa de promocdo do crescimento. Além da administragdo em excesso, tal
manejo pode acarretar o surgimento de estirpes resistentes também pela excregéo
dos compostos no meio ambiente, gerando pressdes seletivas em populacdes
microbianas e influenciando a aquisicdo de genes de viruléncia e de resisténcia
(WYRSCH et al., 2016).
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Como alternativa ao tratamento, no decorrer das Ultimas décadas, tem se
intensificado o interesse na utilizagcdo de substancias naturais para a promoc¢ao da
saude humana e animal. Isto ocorre devido a crescente resisténcia aos antibioticos,
reforcada pelo uso excessivo dos mesmos, 0 que tem incentivado as autoridades a
considerar outras abordagens para combater micro-organismos (GOLESTANI et al.,
2015). Como opgao em casos de multirresisténcia, destaca-se o estudo do potencial
antimicrobiano de vegetais, em suas mais variadas espécies e partes anatbmicas.
Este interesse tem seu fundamento na medicina popular, largamente conhecida e
utilizada. Sabe-se que, no Brasil, cerca de 80% da populagéo encontra nos produtos
de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, sua prioritaria fonte de
recursos terapéuticos (DI STASI, 1996; RADUNZ et al., 2010).

Neste trabalho, como resultado positivo quanto a acdo antibacteriana por
extratos vegetais, evidenciou-se o0s testes com a planta Salvia officinalis L. (salvia).
Os relatos cientificos quanto a acdo antimicrobiana desta planta ainda sdo mais
evidentes na clinica médica humana, provavelmente, devido as suas atividades ja
conhecidas como antioxidante e anti-inflamatoria. Atualmente, muitos dados a
enfatizam, também, como antitumoral (GARCIA, 2014). Dessa forma, trabalhos
referentes & area animal tornam-se, também, relevantes visto a existéncia de
preocupantes zoonoses.

A atividade antibacteriana de 6leos essenciais extraidos de plantas medicinais
foi avaliada em estirpes bacterianas derivadas a partir de amostras de urina
provenientes de individuos diagnosticados com infec¢cdo do trato urinario. Salvia
officinalis L. apresentou ac¢ao inibitoria superior quando comparada as demais, com
96% de eficacia contra E. coli (PEREIRA et al., 2004). Em contrapartida, Santurio et
al. (2011), utilizando 6leo essencial de salvia em suas analises, ndo evidenciaram
atividade antibacteriana frente aos micro-organismos avaliados, sendo estes,
bactérias E. coli oriundas de amostras fecais provenientes de aves e bezerros sem
diarreia. No trabalho de Delamare et al. (2007), o 6leo essencial de salvia foi efetivo
contra 0s micro-organismos Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Bacillus subtilis,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria e Klebsiella oxytoca.

Golestani et al. (2015) ressaltaram a atividade antibacteriana do Oleo
essencial de salvia contra linhagens padréo de E. coli O157:H7. Ainda, os autores
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relataram, em especial, a importancia do dado para a industria avicola no combate a
colibacilose, evidenciando a necessidade de mais ensaios experimentais e testes
clinicos prévios ao uso vegetal. Na Grécia, contra isolados clinicos de E. coli
resistentes a multiplos farmacos, foi testado o 6leo essencial de sélvia, obtendo-se
CIM de 125 mg / mL (FOURNOMITI et al., 2015). Em outro trabalho, verificou-se
acao inibitoria do 6leo de salvia contra E. coli ATCC 25922 e dois isolados clinicos
de E. coli, mostrando-se atividade eficaz suportada pelo aparecimento de diametros
de escasso crescimento microbiano em placa (LIXANDRU et al., 2010). Entre todos
0S micro-organismos testados na pesquisa de Bozin et al. (2007), a atividade
antibacteriana mais importante do 6leo essencial de sélvia foi expressa em E. coli,
Salmonella Typhi, Salmonella Enteritidis e Shigella sonei.

Pesquisadores verificaram reducé&o na producédo de biofilme por P. aeruginosa
ap6s incubacdo com o 6leo essencial de salvia (STOJANOVIC et al., 2016). Sookto
et al. (2013), em seus testes, demonstraram a eficacia deste 6leo essencial frente a
linhagens padrdes e clinicas de Candida albicans, com zona de inibicdo variando de
40,5 mm a 19,5 mm.

Como pode ser observado, existem inimeras pesquisas referentes ao 6leo
essencial da planta, o que agrega valor a testes que utilizam outros tipos de
extracdo, como a hidro alcéolica, pois existe variagdo na quantidade de compostos
qguimicos dependentes da forma de obtencdo do produto. Weckesser et al. (2007)
avaliaram diferentes extratos hidro alcéolicos, incluindo Salvia officinalis L., frente a
bactérias aerdbias, anaerébias e leveduras e verificaram, especificamente, acéo
antimicrobiana deste vegetal, apresentando acdo inibitéria contra as bactérias
Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus e Actinomyces viscosus
(KERMANSHAH et al., 2014). Em outro estudo, com o objetivo de avaliar os efeitos
clinicos do enxague bucal com o extrato de salvia, relatou-se diminuig&o significativa
de colbnias de S. mutans (BEHESHTI-ROUY et al., 2015). Igualmente, isolados de
S. aureus foram sensiveis aos extratos etandlico e metandlico da planta
(KOZLOWSKA et al., 2015; SNOWDEN et al., 2014).

Em fracionamento do extrato etandlico de salvia, resultou-se no isolamento do
composto antibacteriano mais ativo, o qual, a partir de dados quimicos, foi

classificado como um diterpeno, metabdlito secundario da classe dos terpenos


https://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolito_secund%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
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(CLIMATI et al., 2013). Os efeitos sinérgicos antibacterianos entre extratos de Salvia
officinalis L. e antibidticos, como amoxicilina e cloranfenicol, também foram
estudados. Na presenca do extrato, os valores de CIM dos antibidticos foram
reduzidos em 2 a 10 vezes (STEFANOVIC; STANOJEVIC; COMIC, 2012). Em outra
pesquisa, um extrato obtido a partir das folhas de salvia apresentou atividade
antimicrobiana contra enterococos resistentes a vancomicina, Streptococcus
pneumoniae e S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e, ap0ls isolamento
quimico, identificou-se o composto eficaz, o acido oleandlico, um triterpeno
(HORIUCHI et al., 2007).

Intensificando-se relatos sobre a atividade antimicrobiana vegetal e tomando-
se E. coli (ATCC 11229) como exemplo, extratos de Salvia officinalis L. (talos e
folhas), inibiram o crescimento destes micro-organismos (CARVALHO; CRUZ;
WIEST, 2005). Os autores também ressaltaram o evidente potencial deste vegetal
como antimicrobiano, o que também foi demonstrado na atual pesquisa. Ao
contrario, em outro estudo, para testes com cepas padrao E. coli ATCC 25922,
maior quantidade de extrato de folha, flor e talo de salvia foi necessario para
conseguir efeitos antimicrobianos e concentracdo inibitdria minima satisfatoria.
Neste caso, na triagem, para as concentragdes testadas pelos pesquisadores, nédo
houve formacao de halos de inibicdo (VELICKOVIC et al., 2003).

Para os resultados obtidos na atual pesquisa, quanto a Concentracéo
Bactericida Minima (CBM), houve crescimento bacteriano para todas as
concentracbes testadas. Lembrando-se que a CBM é definida como a menor
concentragéo capaz de causar a morte microbiana. Este resultado pode indicar que
0 extrato estudado tenha a potencialidade de inibir o crescimento bacteriano em
nivel bacteriostatico, causando estresse sub-letal do agente. Vale ressaltar, também,
que os dados entre trabalhos podem variar de acordo com o método escolhido para
a extracdo vegetal, bem como as concentracbes de estudo, sendo todos os
resultados validos para o conhecimento cientifico visto ser uma avaliacdo qualitativa.
Além, diferentes testes em busca de compostos com atividade antibacteriana séo
importantes devido a origem amostral dos isolados, representantes da diversidade

genética microbiana, sendo todos os dados de extrema relevancia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stefanovi%C4%87%20OD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22594260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanojevi%C4%87%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22594260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comi%C4%87%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22594260

46

8 CONCLUSOES

- Estirpes de E. coli isoladas de bezerros diarreicos e sem diarreia
apresentaram combinagbes de genes de viruléncia, caracterizando-as em
patétipos STEC, EPEC e ETEC.

- A maior parte das estirpes isoladas possuiam mais de um fator de viruléncia,

aumentando seu potencial de patogenicidade.

- Estirpes isoladas de animais sem diarreia também apresentaram genes de
viruléncia para STEC, confirmando serem o0s bovinos importantes

reservatorios deste patotipo.

- A elevada resisténcia dos isolados encontrados, provenientes de bezerros,

sugere o uso indiscriminado de antimicrobianos em animais neonatos.

- Entre os extratos hidro alcoolicos fluidos vegetais testados, Salvia officinalis
L. (sélvia) apresentou acdo antibacteriana bacteriostatica frente as estirpes
isoladas, sendo estas ja classificadas anteriormente como resistentes aos

antimicrobianos avaliados.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados expostos neste trabalho, consideracfes importantes
guanto a pratica veterinaria podem ser relatadas. Em relagcdo a amostragem oriunda
de animais neonatos e a resisténcia de isolados aos antimicrobianos verificada em
altas taxas, sendo estes ultimos de diferentes classes e mecanismos de acao,
sugere-se a administracdo indiscriminada de medicamentos, talvez ndo focada
somente no tratamento e sim, na prevencdo errbnea de enfermidades visando
promover o crescimento animal.

Embora um assunto ja abordado em inimeros relatos cientificos anteriores,
ainda se vé a necessidade de os resultados laboratoriais atingirem os produtores de
maneira efetiva para que a multirresisténcia microbiana a farmacos seja tratada com
a relevancia merecida e realmente como um problema de saude publica. Os estudos
podem ganhar énfase por meio de palestras a campo, correlacionando o
embasamento tedrico por parte dos cientistas e o conhecimento pratico dos
trabalhadores rurais, adquirido diariamente durante o manejo. Assim, a pratica
rotineira nas propriedades pode ser passivel de correcdes necessarias.

E. coli mostrou-se como um dos principais micro-organismos envolvidos em
sindromes diarreicas na regido de colheita e confirmagdes moleculares ressaltaram
patotipos da bactéria em questdo como causadores deste quadro. Assim, o
isolamento microbiano é imprescindivel para a escolha da melhor intervencéo
veterinaria. Almejando, também, a ndo disseminacdo de estirpes resistentes. Além,
bovinos ndo acometidos podem ser fontes de infeccéo e devem ser avaliados visto o
potencial zoonotico de E. coli.

Com relacdo aos estudos com extratos de plantas, diferentes substancias
quimicas com acao antimicrobiana podem ser identificadas, sendo provaveis novas
drogas de combate aos patdgenos no futuro. Avaliacbes microbioldgicas
preliminares sdo importantes para a constatacdo de dados visando outras analises
fisiol6gicas, toxicoldgicas e quimicas. Assim, novas e intermitentes pesquisas nesta

area podem ainda ser realizadas.
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