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RESUMO

A mastite bovina é uma inflamacdo da glandula mamaria, geralmente ocasionada
por micro-organismos, que causa grandes prejuizos as fazendas leiteiras, devido ao
uso de medicamentos, pagamento aos médicos veterinarios, descarte de leite e até
do animal e a Escherichia coli € o principal agente etiolégico causador da forma
clinica dessa doenca. Neste trabalho, foram pesquisados genes para a classificacdo
de E. coli diarreiogénica (DEC) ou de E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC),
dentro dos grupos filogenéticos, além de genes que codificam fatores de viruléncia e
resisténcia aos antimicrobianos. Também foram realizados testes de quantificacéo
de producdo de biofilme e producdo de beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL). Entre os 161 isolados, dois (1,2%) foram classificados como DEC.
Considerando-se 0s genes pesquisados, os mais frequentes foram fimH (160 =
99,3%), traT (126 = 78,3%), ecpA (108 = 67%) e ompT (60 = 37,3%). Em relacdo
aos grupos filogenéticos, a maioria foi classificada nos grupos Bl (52,8%) e A
(36,6%). Quanto a producédo de biofilme, 68 (42,2%) foram classificadas como néo
produtoras, 80 (49,7%) como fracas, 11 (6,8%) como moderadas e apenas duas
(1,2%) foram fortes produtoras. Apenas dois (1,2%) isolados apresentaram
positividade no teste fenotipico de ESBL, com a presenca do gene blactx-m-1s.
Considerando-se outros genes de resisténcia, blargm foi encontrado em sete (4,3%)
isolados e blasyy em um (0,6%). Os dois (1,2%) isolados escN+ apresentaram
padrdo de aderéncia “localizado-like” em células HeLa e seu potencial de induzir
lesdo attaching/effacing foi confirmado através de teste de coloracédo fluorescente da
actina (FAS). Em relac@o ao PFGE, foram encontrados 10 clones, envolvendo tanto
animais diferentes quanto o mesmo animal em diferentes periodos de coleta,
indicando manejo inadequado. N&o foi possivel definir um perfil genético
caracteristico para as E. coli patogénicas da glandula mamaria (MPECs) e, como
apenas dois isolados apresentaram genes e padrdo de adeséo caracteristicos de
DEC, parece haver pouco potencial zoonético para os isolados causadores de

mastite bovina clinica.

Palavras-chave: grupo filogenético, PFGE, biofilme, KPC.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary gland, usually caused by
microorganisms, which causes great damage to dairy farms, due to the use of
medicines, payment to veterinarians, disposal of milk and even the animal and
Escherichia coli is the main etiologic agent that causes the clinical form of this
disease. In this study, genes were searched for the classification of diarrhogenic E.
coli (DEC) or extra-intestinal pathogenic E. coli (EXPEC), within the phylogenetic
groups, in addition to genes that encode virulence factors and resistance to
antimicrobials. Quantification tests of biofilm production and production of extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) were also performed. Among the 161 isolates, two
(1.2%) were classified as DEC. Considering the researched genes, the most frequent
were fimH (160 = 99.3%), traT (126 = 78.3%), ecpA (108 = 67%) and ompT (60 =
37.3%). Regarding phylogenetic groups, most were classified in groups Bl (52.8%)
and A (36.6%). As for the production of biofilm, 68 (42.2%) were classified as non-
producing, 80 (49.7%) as weak, 11 (6.8%) as moderate and only two (1.2%) were
strong producers. Only two (1.2%) isolates were positive in the ESBL phenotypic
test, with the presence of the blacrx-m-15s gene. Considering other resistance genes,
blatem was found in seven (4.3%) isolates and blasyy in one (0.6%). The two (1.2%)
escN+ isolates showed a “localized-like” adhesion pattern in HeLa cells and their
potential to induce attaching/effacing lesion was confirmed through fluorescent actin
staining (FAS) test. Regarding PFGE, 10 clusters were found, involving both different
animals and the same animal in several periods of collection, indicating inadequate
handling. It was not possible to define a characteristic genetic profile for mammary
pathogenic E. coli (MPECs) and, as only two isolates had genes and adhesion
pattern characteristic of DEC, there is little zoonotic potential for isolates that cause

clinical bovine mastitis.

Keywords: phylogenetic group, PFGE, biofilm, KPC.



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83

85
86

88
89
90
91
92

94

Figura 1 -

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

LISTA DE FIGURAS

Eletroforese em gel de agarose para deteccdo dos genes arpA (400 pb), chuA (288
pb), yjaA (211 pb) e TspE4.C2 (152 pb) para classificacdo de E. coli isoladas de
leite de vacas com mastite clinica nos grupos filogenéticos. Pogo 1: 100 pb DNA
ladder; pogo 2: controle positivo E. coli 042; pogo 3: controle positivo E. coli
E2348/69; poco 4: branco; pogos 5-14: aMOSIras........cccvrvereereieresiesieeieesieseeseens 39
EXPEC aaiA*/aaiC”, sem padrdo de adesdo definido em células HelLa (A) e E.
coli 042, utilizada como referéncia de padrdo negativo (B)........cccccevvvevenieriennnne 42
E. coli C1845 utilizada como referéncia para o padrdo difusamente aderente em
células HeLa (A) e E. coli E2348/69 utilizada como referéncia para o padrdo
[oTor: 1172 To (o I =) TS 42
E. coli JPN15 utilizada como referéncia para padrdo “Localizada-like” em células
HelLa (A) e amostra portadora do gene escN apresentando o padrido “Localizado-
TIKE™ (B)..vvereteieietetisistes ettt 43

Figura 5 — Teste de FAS corado com DAPI (evidencia DNA rico em adenina-timina é corado

pela molécula de DAPI evidenciando o sitio de adesdo das células bacterianas).
Figuras (A) E. coli 042, controle negativo, que apresenta padrdo de adesdo
agregativo, sem acumulo de actina no sitio de adesdo; (B) E. coli E2348/69,
controle positivo, que exibe padrdo de adesdo localizado e, por ser uma E. coli
enteropatogénica, acumula actina no sitio de adeséo; (C) e (D) correspondem a

dois isolados de E. COli BSCNF........cuoiiviiiiiiccei e 44

Figura 6 — Teste de FAS corado com faloidina (evidencia actina acumulada no sitio de

adesdo). Figuras (A) E. coli 042, controle negativo; (B) E. coli E2348/69, controle

positivo; (C) e (D) correspondem a dois isolados de E. coli escN+...................... 44

Figura 7 — Antibiograma de Escherichia coli com cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,

Figura 8 —

aztreonam e amoxicilina + &cido clavulanico para verificacdo de producéo de
ESBL. Em (A), ha a ilustracdo de um isolado resistente e em (B), um isolado
sensivel. Em (C) esta o resultado do teste confirmatério de producdo de ESBL
considerados positivos devido & presenca de distorcdo dos halos — “zona
)0 L2131 0 V- PRSP 45
Producdo de biofilme por isolados de E. coli, causadores de mastite clinica

bovina, considerando-se 0s grupos filogenéticos...........oveverriieiieinccinses 46



95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Genes de viruléncia e sequéncias dos iniciadores empregados nas reagdes de PCR
para a pesquisa de fatores de viruléncia em E. coli diarreiogénicas...................... 29
Tabela 2 — Genes de viruléncia e sequéncias dos iniciadores usados na pesquisa de fatores de
viruléncia em E. coli extraintestinal (EXPEC)...........ccccrieiirnieiinsenenee s 30
Tabela 3 — Tipos de antimicrobianos, suas concentracfes e didmetro dos halos utilizados
como referéncia para verificacdo de resisténcia de E. coli produtoras de ESBL
SEQUNAO CLST 2015......iciiiie ettt nnenaens 36
Tabela 4 — Sequéncia de iniciadores utilizados na pesquisa de ESBL..........c..ccccevveivrierieennne. 37
Tabela 5 — Distribuicdo dos genes que codificam fatores de viruléncia em 161 isolados de
EXPEC obtidos a partir de leite de vacas com mastite clinica, considerando-se o0s

grup0s FIlOGENETICOS. ......cuviveiciiie et 41



109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

10

SUMARIO

1. REVISAO DE LITERATURA........ooveveeeveeiee s ssssessessasssssses s sssssssssss s ssanes 12
1.1 IMIASHIEE DOVING. ....eitieictiete et et bbbttt e 12
1.2, ESCRENICHIA COl..vevvvriiiecicicr e 13
1.2.1. E.COlI dIarr@IOgBNICA. .. cvevveiiieeeie sttt 14
1.2.1.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).......c..cccccvvivviieienene e 14
1.2.1.2. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)......c..cccccevvrvrnnne 15

1.2.1.3. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).......cc.ccoeveveveivvvsecieeresienn, 15

1.2.1.4. Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)..........ccccocvvviiviierenenn e 16

1.2.1.5. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).......cccoceveveriviieniierienesesienns 16

1.2.1.6. Escherichia coli difusamente aderente (DAEC).......c..cccocvvvevveverennenn. 17

1.2.2. Escherichia coli patogénica extra-intestinal (EXPEC).........ccccccovveviveeiierenninnns 17

1.2.3. Grupos fIlOgENELICOS. .......cviieiieecisci et 19

1.3. Resisténcia aos antimiCrODIAN0S. .........c.ueiiiiiiiiiieecs e 20
1.3. 1. Resisténcia aos B-laCtAMICOS.........ccceiiiiiiiieiee e 21

1.3.2. ReSIStENCIA & CONISTING. .....c.veuiiierieieccieet e 23

1.4. ProduGa0 de DIOFIIME......cceieie e 24
2. OBUIETIVO. . bbb bbb bbbt ne e b 26
3. MATERIAL E METODOS.........coiieieeieieeeee st 27
3.1. Propriedades e coletas das amostras de [8ite...........ccovieririiienciinie s 27
3.2. Isolamento e identificac8o de E. COli.......ccovviiiiiiiiinciiice e 28
3.3. Caracterizagdo molecular dos isolados de E. COli........ccocoiriiiiiiiiiiiicceeee e 28
3.3. 1 EXEraglo do DINAL ... et 28

3.3.2. Identificacdo de genes associados a patogenicidade..........ccoocoerererennineinnnens 28
3.3.3. Identificacdo de grupo filogeNBLICO. .........coveiriiiiiieccre e 32

3.3.4. Pulsed-Field Gel EleCtrophoresis. . ........cccciieirieiensieienseeseees e 32

3.4, TESLE 08 AUESED. ... cvereetirte ettt et et 33
3.5. Resisténcia aos B-1aCtAmICOS. .......ccvuiiriiiiiiiisic e 35
3.6. Pesquisa de genes de reSIStENCIA.........vieririeireieierte ettt 36
3.7. Produco de DIofilmMe........oceiiec e 37
A RESULTADOS. ...ttt bbbttt b e b e he et sbe bt sbeeae e e e neenbeenas 39
4.1. Caracterizagdo molecular dos isolados de Escherichia coli...........cccovvivniiinnicnnecnnn 39
4.2. 1 TESEE 08 AUESAO. ... e eueteeeeete ettt sttt ettt et e et et et et besbe e neene e 42
A =) 0 (=T AN S 43

4.3.1 Resisténcia aos PB-l1aCtAMICOS. .....curviiiiiiiiiieiee s 45



145
146
147
148
149
150

4.3.2 Pesquisa de genes de reSIStBNCIA. ... .cuieviviireersirieese ettt et 46
4.4, ProduGao de DIofilMe........cveiiie e s 46
5. DISCUSSAD. ..ottt 47
B. CONCLUSAO. ..ot eee ettt 53
REFERENCIAS. ..ottt s st 54
N 1 1 T SRR 69



151

152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184

12

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Mastite bovina

A mastite bovina é uma inflamacdo das glandulas mamarias, geralmente
ocasionada por micro-organismos, sendo a doenca de maior impacto na pecuéria leiteira
e causando grandes prejuizos em todo o mundo (DOWN et al., 2017). Estes custos
ocorrem principalmente por tratamentos com antimicrobianos e veterinarios, perda de
produgdo de leite, pelo descarte e diminuigdo do seu valor, além do abate de casos
cronicos, para evitar a dispersdo do patégeno no rebanho. O tratamento com
antimicrobianos pode tratar a infeccdo, mas a glandula mamaéria pode levar um longo
tempo para se recuperar totalmente. Ou seja, além dos custos com a infeccdo e perda de
producéo, ha ainda o custo dos tratamentos pds-infeccdo (BLUM et al., 2014).

A mastite pode ser classificada em aguda ou cronica, de acordo com sua
duragdo. Os patdgenos relacionados a mastite sdo classificados em contagiosos
(Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus) ou ambientais, como a Escherichia
coli (RUEGG, 2012; OLIVEIRA et al.,, 2015; TOMAZI et al., 2018). Quanto aos
sintomas, pode ser classificada em clinica, pelo desenvolvimento de sintomas ou
subclinica. No primeiro tipo, dependendo da severidade do caso, os sintomas vao desde
apenas mudangas na constituicdo do leite, apresentando flocos, codgulos e mudancas na
cor e consisténcia, até a manifestacdo de sintomas no animal, como mudancas na
temperatura, taxa de ruminagdo, apetite, hidratacdo e comportamento (ADKINS e
MIDDLETON, 2018). O diagnostico final é dado pela cultura positiva, a partir de uma
amostra do leite (DUNN, 1994). Em campo, 0 teste mais pratico € o da caneca telada de
fundo preto, no qual os trés primeiros jatos da ordenha sdo liberados na caneca,
permitindo a visualizagdo de grumos no leite devido ao contraste com o fundo escuro.
Este método deve ser realizado antes de cada ordenha (EMBRAPA, 2002).

Na mastite subclinica, apesar do animal ndo apresentar mudancas visiveis que
indiquem a presenca da doenca, ha alteracbes na contagem de células somaéticas
(BRADLEY, 2002). Na auséncia de infec¢do, os leucdcitos compdem 80% das células
somaéticas do quarto e em um quarto infectado, compdem 99%. Além disso, pode-se
notar a diminuicdo de lactose, a presenca de enzimas como lactato desidrogenase e
aumento da condutividade elétrica do leite (ADKINS e MIDDLETON, 2018). A forma

aguda da doenca esta normalmente associada aos casos clinicos. O desenvolvimento da
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doenca é multifatorial e esta relacionado com clima, higiene do ambiente, caracteristicas
intrinsecas da espécie causadora da infeccdo e da vaca como raga, paridade e meses em
lactagdo (OLIVEIRA et al., 2015).

1.2. Escherichia coli

Inicialmente, essa bactéria foi classificada como Bacterium coli commune por
Theodor Escherich (ESCHERICH, 1988). O nome Escherichia coli s6 passou a ser
empregado definitivamente a partir de uma publicacdo no International Bulletin of
Bacteriological Nomenclature and Taxonomy (COWAN, 1954).

E. coli é um bacilo Gram-negativo, oxidase-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. E capaz de crescer em ambientes aerdbicos e anaerdbicos, com
temperatura 6tima de crescimento a 37°C, sendo um micro-organismo mesofilo. Pode
apresentar motilidade por flagelos peritriqueos ou serem imdéveis (CROXEN et al.,
2013).

Kauffmann prop6s a padronizagdo da classificagdo dos isolados de E. coli a
partir de caracteristicas soroldgicas pelos antigenos somatico O, flagelar H e capsular K.
Isso se mostrou Util na década de 40, quando foi observado que vérios isolados
associados a casos de gastrenterites possuiam o mesmo tipo de antigeno O
(KAUFFMANN, 1947). Alguns isolados ndo sdo tipaveis pelo esquema proposto por
Kauffmann, levando a necessidade do uso de metodologias alternativas como o Pulsed-
field Gel Electrophoresis (PFGE), permitindo identificar clones de um mesmo local ou
0 Multilocus Sequence Typing (MLST), que permite identificar similaridades entre
isolados de todo o mundo (CROXEN et al., 2013).

O tamanho dos genomas de E. coli podem diferir em um milhdo de pares de
bases entre isolados comensais e patogénicas, devido a presenga dos genes de
viruléncia. Em dados de genémica comparativa, os de E. coli sdo divididos em um
conjunto de genes conservados (housekeeping), chamado de genoma core e um pool
genético flexivel, que pode se deslocar entre as bactérias através de mecanismos como a
conjugacao, transformacdo e transducédo, codificada por elementos genéticos moveis,
resultando em transferéncia horizontal de genes. Elementos genéticos mdveis como
transposons, bacteriéfagos podem estar integrados ao cromossomo ou em plasmideos,

gue se auto-replicam.
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E. coli pode apresentar diversos genes de viruléncia que codificam adesinas
(fixacdo & célula hospedeira), invasinas (invasdo a célula hospedeira), siderdforos
(aquisicdo de moléculas de ferro) e proteinas de membrana que auxiliam na evasdo do
sistema imune do hospedeiro. Os fatores de viruléncia mais caracteristicos encontrados
em E. coli patogénicas sdo derivados de elementos genéticos moveis (CROXEN et al.,
2013).

1.2.1. E.coli diarreiogénica

A E. coli diarreiogénica (DEC) pode ser dividida em diferentes grupos,

baseados em fatores de viruléncia e padrdes de aderéncia.

1.2.1.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Foi o primeiro grupo de DEC a ser identificado e agrupam bactérias conhecidas
por causar lesdo attaching and effacing (A/E) devido a sua habilidade de formar les6es
distintas nas superficies de células intestinais epiteliais. O termo enteropatogénica
referido a E. coli foi utilizado pela primeira vez em 1955 (NETER et al., 1955) e,
originalmente, o grupo era definido por sorotipo e ndo por caracteristicas patogénicas
como atualmente (CROXEN et al., 2013).

As EPECs podem ser classificadas em tipicas (tEPEC) ou atipicas (aEPEC),
baseando-se na presenca ou auséncia do plasmideo, pEAF (EPEC adherence factor),
respectivamente (TRABULSI et al., 2002). A habilidade de causar a lesdo A/E esta
relacionada a um locus genético chamado de regido LEE (Locus of Enterocyte
Effacement). McDaniel e colaboradores (1995) demonstraram que a regido LEE de E.
coli é altamente conservada e consistente com a regido LEE de Hafnia alvei e
Citrobacter freundii, sugerindo que em algum momento da evolucdo destes micro-
organismos, a regido LEE foi transferida horizontalmente.

Embora néo seja essencial para a formacdo de lesdes A/E, o plasmideo EAF
aumenta a eficiéncia, provavelmente devido a presenca de um cluster de genes
reguladores (perA, perB e perC) (GOMEZ-DUARTE e KAPER, 1995). Em tEPEC, a
fimbria BFP é responsavel pelo estabelecimento do padrdo de adesdo localizada
(AL), caracterizado por grupos compactos de bactérias na superficie celular de
culturas de células epiteliais (DONNENBERG et al., 1992). As aEPEC ndo possuem 0
plasmideo EAF, exibindo um padrdo chamado de adesdo localizada-like (AL-L)
(RODRIGUES et al., 1996), ou os padrfes de aderéncia difusa (AD), agregativa (AA)
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ou AL apds seis horas de interagdo com células epiteliais (ABE et al., 2009;
HERNANDES et al., 2009).

1.2.1.2. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

As STECs séo definidas como qualquer isolado de E. coli que produza a toxina
de Shiga (Stx), pela presenca dos genes stx; e/ou stx,. A toxina Stx possui uma sub-
unidade A (ativa) que cliva o RNA ribossomal, impedindo a sintese proteica e cinco
subunidades B (ligacdo) que sdo responsaveis por ligar a toxina ao glicolipidio
globotriaosilceramida (Gb3) na superficie da célula alvo.

A Stx é produzida no c6lon e alcanca o rim através da corrente sanguinea, onde
causa danos as células endoteliais e oclusdes na microvasculatura por uma combinagéo
de toxicidade direta e indugdo de producéo local de citocinas e quimiocinas, levando a
inflamac&o renal, podendo causar a sindrome hemolitica urémica, que é caracterizada
por anemia hemolitica, trombocitopenia e possibilidade de falha aguda renal fatal. Além
disso, a toxina pode induzir apoptose em células intestinais epiteliais (KAPER et al.,
2004).

Dentro do grupo de STEC, os que apresentam a regido LEE sdo denominados
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) e, assim como as EPECs, podem causar a
lesdo A/E (CROXEN et al., 2013).

1.2.1.3. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Os primeiros relatos de ETEC surgiram a partir de pacientes com sintomas
caracteristicos aos de cdlera. Apds tentativas de isolar Vibrio cholerae das fezes de
pacientes, que apresentavam culturas puras de E. coli, foram feitos testes em coelhos,
confirmado este novo patotipo (DE et al., 1956).

ETEC ¢ definida por isolados de E. coli que possuam a enterotoxinas
termolabil (LT) ou a termoestavel (ST). A LT é semelhante fisiologicamente,
estruturalmente (uma sub-unidade ativa “A” envolvida por cinco sub-unidades de
ligagdo “B”) e antigenicamente a toxina de célera e possui mecanismo de ag@o similar.
Apos a colonizagdo do intestino delgado, a ETEC libera a LT, fazendo com que as sub-
unidades LTB se liguem irreversivelmente ao gangliosidio GM1 e a sub-unidade A
ativa a enzima adenilato-ciclase, que resulta no aumento de AMP ciclico, o que estimula

a secrecdo de cloreto (carga negativa) nas células cripticas e inibe a absorcdo de sédio,
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com o aumento da pressdo osmatica na luz intestinal e a consequente diarreia (GILL e
RICHARDSON, 1980; QADRI et al., 2005).

A ST é um grupo de toxinas que contém maultiplos residuos de cisteina, cujas
ligagBes dissulfeto induzem a termo-estabilidade destas toxinas. A STa se liga a uma
enzima na membrana das células intestinais epiteliais e provoca estimulos para secrecao
de cloreto e/ou inibicdo da absorcdo de cloreto de sddio, resultando em secrecdo de
liquido intestinal. A STb induz danos histol6gicos no epitélio intestinal, levando a perda
de células epiteliais com vilosidades e atrofia parcial das vilosidades (NATARO e
KAPER, 1998).

1.2.1.4. Escherichia coli enteroinvasora (EIEC):

Os isolados de EIEC sdo bioquimicamente e patogeneticamente relacionadas
com Shigella spp. Normalmente séo lisina-descarboxilase negativa, sem motilidade e
lactose negativa. No mecanismo de invasdo das EIEC, ocorre a penetracdo em células
epiteliais, lise do vactolo endocitico, multiplicacdo intracelular, movimentacdo pelo
citoplasma e extensdo para células epiteliais adjacentes. Os genes necessarios para
invasdo estdo em um plasmideo denominado plnv, presente em EIEC e alguns sorotipos
de Shigella spp. A infeccdo por EIEC e Shigella costuma estar ligada a ingestdo de
alimentos ou agua contaminados. Como sintoma principal, normalmente manifesta
disenteria (NATARO & KAPER, 1998).

1.2.1.5. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC):

As EAECs sdo definidas como Escherichia coli que ndo secretam as
enterotoxinas LT ou ST e aderem as células HEp-2 em padrdo agregativo, com
morfologia de “tijolos empilhados” (KAPER et al., 2004). E dividida entre EAEC tipica
ou atipica, de acordo com a presenga ou auséncia respectivamente, do gene aggR, que
atua como regulador para diversos fatores de viruléncia responsaveis pela aderéncia e
producéo de toxinas (CROXEN et al., 2013).

As EAECs colonizam a mucosa intestinal e passam a secretar enterotoxinas e
citotoxinas, seguida de grande deposicdo de muco e formagéo de biofilme envolvendo
as bactérias agregadas. Por fim, hd producdo de mais citotoxinas que causam danos as
células intestinais (NATARO e KAPER, 1998).
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1.2.1.6. Escherichia coli difusamente aderente (DAEC):

As DAECs séo E. coli que aderem de maneira difusa as células e superficies,
ou seja, ndo se encaixam nos padrdes classicos de aderéncia como aderéncia localizada
ou A/E. Podem carregar as adesinas Afa/Dr que, em conjunto com a adesina F1854, se
ligam ao fator acelerador de decaimento (DAF), uma molécula altamente expressa na
superficie apical de células epiteliais polarizadas responsavel por regular o sistema
complemento. Apos a ligagdo, o rearranjo do citoesqueleto é induzido, destruindo ou

rearranjando parcialmente as microvilosidades (CROXEN et al., 2013).

1.2.2. Escherichia coli patogénica extra-intestinal (EXPEC):

Além das E. coli que causam diarreia, ha ainda um grupo que € capaz de causar
infec¢des em outros 6rgdos, fora do intestino. Sdo denominadas EXPECs, podendo
causar desde infeccdo do trato urindrio (Uropathogenic Escherichia coli - UPEC) até
meningite neonatal (Neonatal meningitis Escherichia coli - NMEC) (PITOUT, 2012).

N&o existe um modelo clonal ou fatores de viruléncia especificos que definam
essa categoria, pois as que causam infecgdo extraintestinal possuem alta diversidade
genética entre seus de fatores de viruléncia, podendo infectar diferentes sitios de
diferentes hospedeiros, demonstrando que existem mdltiplas estratégias de
estabelecimento (RUSSO e JOHNSON, 2000).

Dentro da categoria de EXPEC, a E. coli responsavel por causar a mastite foi
denominada MPEC. Blum e Leitner (2013) observaram que, apesar de MPECs serem
parcialmente clonais, ndo sdo completamente uniformes geneticamente. Além disso, sua
distribuicdo genotipica foi diferente da populacéo de E. coli residentes no ambiente de
fazendas leiteiras, sugerindo que ha selecdo de isolados capazes de causar a infeccao.

A E. coli possui relevancia na mastite clinica devido a sua capacidade de
causar quadros superagudos e, em raras situacOes, até letais da doenca. Os resultados da
infeccdo dependem de particularidades do isolado causador e do hospedeiro. A E. coli
ambiental pode se adaptar a0 meio intra-mamario, por observagdes da capacidade da
bactéria invadir células mamérias por uma via endocitica, que evita a degradacéo
lisossomal, evadindo do sistema imune e promovendo persisténcia na glandula mamaria
(PASSEY et al., 2008).

As principais fontes de infec¢do por E. coli ambiental sdo a contaminacéo fecal
por praticas sanitarias inadequadas durante a ordenha (ATALHI e HASSAN, 2009;
OMBARAK et al., 2016), a manutencdo das vacas em local com fezes, pois o orificio
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do teto permanece aberto por um tempo ap06s a ordenha e entra em contato com essa
contaminacdo (GYLES e FAIRBROTHER, 2010) e a idade do animal, j& que vacas
mais velhas tendem a demorar mais para fechar o esfincter da glandula mamaria.

Surtos de E. coli provenientes de leite e seus derivados, incluindo leite
pasteurizado, ja foram registrados em diversos paises (DE BUYSER et al., 2001). O
leite ndo-pasteurizado pode ser um veiculo para a bactéria e é consumido por produtores
de leites e suas familias, além de familias rurais. Também pode ser consumido de
maneira indireta, devido a fabricacdo de queijos utilizando este leite (OLIVER et al.,
2005). Outro fator que pode levar a uma cascata de contaminacdo € a capacidade que
alguns isolados possuem de formar biofilmes, dependendo da superficie em que aderem
e de outros fatores ambientais (WANG et al., 2012).

Além disso, por questdes culturais, muitas pessoas preferem consumir o leite
cru e seus derivados, pois acreditam que 0 mesmo possui vantagens nutricionais ou
oferecem algum beneficio em comparacéo e esses produtos pasteurizados, o que acaba
se tornando um problema de salde publica, visto que o leite contaminado néo
pasteurizado e ndo inspecionado pode carrear residuos de antimicrobianos e atua como
vetor ndo apenas de patdgenos, mas também de suas toxinas (ATALHI e HASSAN,
2009; RIBEIRO et al., 2009).

Para causar a mastite, a primeira barreira a ser superada pela E. coli é o canal
do teto. Durante o periodo seco, o epitélio estratificado do canal forma uma espécie de
plugue de queratina. Além da queratina fechar o canal, ela atua se ligando e
imobilizando diversas bactérias ndo-encapsuladas causadoras de mastite (RAINARD e
RIOLLET, 2006). Apos entrar no canal, a bactéria precisa aderir ao epitélio para ndo ser
eliminada no processo de ordenha. Estima-se que apenas 50 unidades formadoras de
coldnias ja sejam capazes de desencadear a doenga (SHPIGEL et al., 2008).

Fora do periodo de lactagcdo, o organismo apresenta um sistema de defesa
imune capaz para eliminar a bactéria antes que a mesma provoque alguma doenga,
como a alta concentragdo de lactoferrina no sangue, que captura os fons livres de ferro,
impedindo que a bactéria os absorva. Ja no periodo periparturiente, as vacas ficam em
estado de imunossupressdo e apresentam concentracdo relativamente baixa de
lactoferrina (GYLES e FAIRBROTHER, 2010).

Vérios estudos tentaram caracterizar genes de viruléncia de E. coli causadora
de mastite bovina em diferentes paises (GHANBARPOUR e OSWALD, 2010;
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SUOJALA et al. 2011; LIU et al., 2014; KEANE, 2016) mas ainda néo foi encontrado
um perfil genético que possa classificar apropriadamente estes isolados.

1.2.3. Grupos filogenéticos

A classificacdo filogenética é uma outra maneira de agrupar as E. coli, sendo
inicialmente feita por eletroforese de enzima multilocus ou por tipagem do ribossomo.
Porém, estes métodos sdo complexos, laboriosos e demandam muito tempo. Clermont e
colaboradores (2000) propuseram a tipagem filogenética através de um PCR ftriplex,
permitindo a classificagdo dos principais grupos conhecidos até entdo: A, B1, B2 e D,
sendo que o grupo A comportava a maior parte das E. coli comensais e o B2, 0s
isolados causadores de infecgBes extra-intestinais. O PCR triplex era feito com os genes
chuA (transportador de ferro em EHEC O157:H7), yjaA (encontrado a partir do
sequenciamento completo da E. coli K-12, porém ainda sem funcdo definida) e o
fragmento TspE4.C2, obtido durante a criacdo de biblioteca de DNA em um estudo
anterior.

Em 2008, Gordon e colaboradores definiram a funcéo do fragmento TspE4.C2
como sendo um gene de esterase lipase putativo com tamanho variando entre 909, 921 e
984 pb de acordo com o isolado e testaram a confiabilidade do método de PCR triplex
comparando com resultados de MLST e observaram que, apesar do método acertar 95%
das vezes nos casos de grupos Bl e B2, era necessario analisar mais um gene para
aumentar a precisao do teste (GORDON et al., 2008).

Walk e colaboradores (2009) demonstraram diferentes linhagens do género
Escherichia que eram fenotipicamente indistinguiveis, mas geneticamente distintas de
E. coli, dando origem aos clados cripticos de | a V. Considerando 0s grupos
reconhecidos até entdo e o clado criptico mais proximo (clado 1), Clermont e
colaboradores (2013) propuseram a introducdo do gene arpA, tornando o PCR
quadruplex. A presenca do gene arpA teria dois propdsitos. Primeiramente como
controle de qualidade do DNA, ja que com sua adicdo, todas as E. coli e clado |
passariam a apresentar pelo menos uma banda no gel. Além disso, permitiria a distin¢do
de isolados pertencentes ao filogrupo F, que antes era erroneamente identificado como
grupo D (chuA+, yjaA-, TspE4.C2-), ja que esse gene estd presente em todas as E. coli
exceto nas pertencentes aos filogrupos B2 e F. Neste mesmo trabalho, foram

apresentados primers para identificacdo dos grupos C (trpAgpC+, trpBA+), que poderia
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apresentar perfil semelhante ao grupo A (trpAGP-, trpBA+) e E (arpAgpE+, trpBA+),
gue poderia apresentar perfil semelhante ao grupo D (arpAgpE-, trpBA+). A partir deste
novo método, foi realizada nova comparagdo com a tipagem por MLST e confirmado o
aumento da precisdo deste teste.

Em 2019, foi caracterizado o0 grupo G, que se encaixa entre 0s grupos B2 e F e
¢ raramente isolado de humanos, porém frequentemente encontrados na pecuéria,
especialmente em ambientes de avicultura. Isolados deste grupo apresentam extensa
resisténcia aos antimicrobianos e um método de rapida identificacdo do grupo G por
PCR ja foi proposto (CLERMONT et al., 2019).

1.3. Resisténcia aos antimicrobianos:

Antibidticos sdo utilizados frequentemente para controlar a mastite, mas seu
uso inadequado pode levar ao aumento de resisténcia, ocasionando futuras falhas de
tratamento, sendo importante avaliar essa resisténcia em nivel fenotipico e genotipico.
Cada vez mais, a resisténcia bacteriana esta se tornando um problema mundial,
requerendo esforgos no estudo e analise dos genes de resisténcia entre patégenos
(FAZEL et al., 2019).

Os genes de resisténcia as drogas estdo ligados, geralmente, a elementos
moveis como bacteriofagos, plasmideos e transposons, ou seja, podem ser transferidos
entre bactérias de diferentes grupos taxonémicos. Estes genes normalmente estdo
relacionados a um U0nico tipo ou familia de antibibticos, porém vérios genes
relacionados a diferentes drogas podem estar presentes no mesmo micro-organismo.
Além deste mecanismo, mutagdes sequenciais no cromossomo podem levar ao
surgimento de resisténcias de alto nivel. E. coli e outras espécies da familia
Enterobacteriaceae vem adquirindo resisténcia a fluoguinolonas devido as mutagdes na
topoisomerase (alvo deste antimicrobiano) e pelo aumento da expressdo de proteinas de
membrana que bombeiam a droga para fora da célula (LEVY e MARSHALL, 2004).

O uso prolongado de um Gnico antimicrobiano, ou seja, por mais de 10 dias,
pode selecionar bactérias resistentes a este antibidtico e a outros estruturalmente
semelhantes, através de resisténcia cruzada. A partir disto, a microbiota que esta sendo
atacada pelos antimicrobianos pode ser colonizada por organismos resistentes. Apesar
da obtencdo de resisténcia ser rapida, sua perda é exponencialmente lenta (LEVY e

MARSHALL, 2004). Em um estudo conduzido na Finlandia, ao notar o alarmante
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crescimento de resisténcia aos macrolideos (principalmente eritromicina) por parte de
Streptococcus pyogenes isolados de pacientes com infeccdo cutanea e respiratoria, foi
instruido a reducdo do uso desta categoria de antimicrobianos. Apds 4 anos, 0 nimero
de isolados resistentes passou de 15,6% a 8,6% (SEPALA et al., 1997).

Em rebanhos com manejo intenso, varios casos de mastite clinica sdo cultura-
negativo ou causados por patdgenos com altas taxas de cura espontanea. Nestes locais,
muitos antimicrobianos sdo administrados desnecessariamente, pela falta de
conhecimento do proprietario. Tal comportamento pode permitir selecdo de patdgenos
oportunistas que ainda nédo tiveram a oportunidade de adentrar a glandula mamaria das
vacas, tornando os tratamentos futuros mais complexos e caros (RUEGG, 2018).

Porém, nos casos de mastite clinica, a antibioticoterapia é necessaria e nestes
casos, os B-lactdmicos (ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, cefalotina, cefoperazona,
ceftiofur e penicilina G) séo os antibidticos de preferéncia, seguidos pelas tetraciclinas
(oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina) e pelos aminoglicosideos (estreptomicina,
neomicina e gentamicina) (SANTQOS, 2013).

1.3.1. Resisténcia aos B-lactamicos:

Os B-lactdmicos sdo antimicrobianos que atuam impedindo a sintese da parede
celular bacteriana. De acordo com a estrutura do anel B-lactdmico, séo classificados em
penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemémicos, monobactamicos e
inibidores de B-lactamases (FINCH et al., 2012), que sdo as enzimas responsaveis por
quebrar os B-lactdmicos. A hidrélise de B-lactimicos por B-lactamases é o mecanismo
mais comum de resisténcia para essa classe de antimicrobianos em Gram-negativas de
importancia clinica. Em 2009, o nimero de sequéncias proteicas Unicas ultrapassava
890 (BUSH e JACOBY, 2010).

Pp-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Além das B-lactamases convencionais, ha ainda as de amplo espectro (ESBL),
gue sdo enzimas originalmente derivadas ou evoluidas de algum ancestral de espectro
estreito e adquiriram a capacidade de inativar um amplo espectro de cefalosporinas,
penicilinas e aztreonam, mas ndo cefamicinas ou carbapenémicos por atividade
hidrolitica, sendo inibidos por inibidores de P-lactamases como o &cido clavulénico
(RAHMAN et al., 2018).
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Dentre os tipos de ESBL ja descritas, CTX-M, TEM e SHV séo as mais bem-
sucedidas em termos de disseminacdo e capacidade de interagdo. Estima-se que a
principal estratégia evolutiva para obtencdo dessa resisténcia por Gram-negativos seja a
variedade de mutantes com especificidade estendida nos tipos ja prevalentes de B-
lactdmicos TEM e SHV e a aquisi¢do de genes de p-lactamases de amplo espectro de
genomas existentes no ambiente (RAHMAN et al., 2018).

As enzimas CTX-M foram classificadas em cinco grandes grupos: CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25, pelo compartilhamento de, pelo menos,
94 % de identidade nas sequéncias de aminoacidos (BRADFORD, 2001; BONNET,
2004), conferindo niveis elevados de resisténcia a cefotaxima e a ceftazidima
(BONNET, 2004). Entretanto, ja foram observadas diferengas de resisténcia entre os
subtipos de CTX-M, como o CTX-M-15, que pertence ao grupo CTX-M-1 e apresenta
atividade catalitica aumentada a ceftazidima (POIREL et al., 2002), em relacdo aos
outros subtipos do mesmo grupo. Até o momento, foram relatadas 172 variantes de
CTX-M (RAHMAN et al., 2018) com sequéncia de aminoécidos e caracteristicas
funcionais distintas, sendo a CTX-M-15 e CTX-M-14, os tipos mais comumente
detectados globalmente, seguidas por CTX-M-2, CTX-M-3 e CTX-M-1 (LEVY, 2002).
Em casos de mastite bovina, as variantes CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-14,
CTX-M-15, CTX-M-32 e CTX-M-55 ja foram relatadas (PEHLIVANOGLU et al.,
2016; ALl et al., 2017; EISENBERGER et al., 2018).

Em um relatdrio da Organizagdo Mundial da Saude de 2014 (WHO, 2014), E.
coli recebeu atencdo especial devido a resisténcia as cefalosporinas de terceira geracéo e
fluoroquinolonas. Os genes de ESBL podem dispersar entre isolados bacterianos através
da troca de elementos genéticos moveis, como plasmideos, que podem ainda abrigar
outros genes de resisténcia. A deteccdo de E. coli produtoras de ESBL em amostras de
leite, principalmente em leite cru e seus derivados, demonstraram que o leite pode atuar
como um veiculo para a introdugdo de E. coli produtora de ESBL na teia alimentar
(FREITAG et al., 2017).

p-lactamases tipo AmpC
As p-lactamases ampC sdo capazes de hidrolisar cefalosporinas e cefamicinas,
ndo sendo inibidas por inibidores de -lactamases como tazobactam e &cido clavulanico.

Os genes que conferem este tipo de resisténcia podem ser tanto cromossomais quanto
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plasmidiais. Até 2016, foram descritas 130 B-lactamases do tipo CMY (POWERS,
2016).

A expressdo de B-lactamase AmpC cromossomal em E. coli parece ser baixa
(SIU et al., 2003), mas a variante CMY-2 plasmidial ja foi encontrada em isolados de
mastite bovina (ENDIMIANI et al., 2012).

Carbapenemases

As carbapenemases impedem a ligacdo cruzada na sintese do peptoglicano,
fazendo com que a estrutura celular enfraquega e ocorra lise (CODJOE e DONKOR,
2018). Dentro do grupo de carbapenemases, a KPC (carbapenemase K. pneumoniae)
hidrolisa penicilinas, todas as cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e
inibidores de P-lactamases (PAPP-WALLACE et al.,, 2010). O primeiro estudo
relatando a presenga de KPC foi publicado em 2001 (YIGIT et al., 2001), mostrando
gue uma cepa de Klebsiella pneumoniae nos Estados Unidos era resistente a
carbapenémicos e, desde entdo, vem sido relatada em outros Gram-negativos e em
outros paises (MUNOZ-PRICE et al., 2013). E.coli portando 0 gene blay, ja foram
encontradas em fezes de gado de corte, que ndo haviam sido expostos a antibiéticos
(VIKRAM e SCHMIDT, 2018), indicando possivel risco a saide publica.

A New Delhi Metallo-B-lactamase 1 (NDM-1) também foi encontrada pela
primeira vez em um isolado de K. pneumoniae, em 2009, a partir de um paciente com
infeccdo urinaria. O gene que confere essa resisténcia também foi observado em um
isolado de E. coli, a partir de fezes do mesmo paciente, levantando-se a hipétese da
ocorréncia de conjugacéo in vivo (YONG et al., 2009). Estima-se que a partir de entdo, o
gene de NDM-1 foi transmitido por bactérias ao redor do mundo devido ao trénsito de
turistas entre diferentes paises (CODJOE e DONKOR, 2018), ja sendo encontrada em
isolados de E. coli causadora de mastite. Isto é um problema pois pode haver introducéo
de bactérias portadoras do gene de NDM-1 na teia alimentar a partir do leite (GHATAK
et al., 2013). Dezesseis variantes de NDM ja foram descritas (YAICI et al., 2016), sendo a
NDM-1 a mais prevalente em caso de mastite bovina (GHATAK et al., 2013).

1.3.2. Resisténcia a colistina

A resisténcia aos B-lactdmicos tornou necessario o uso de antibiticos mais
toxicos, como a colistina (polimixina E). Seu mecanismo de acao € translocar estruturas

presentes na parede de bactérias Gram-negativas, levando a ruptura da membrana
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(NEWTON, 1956). Apesar de ser muito utilizada na medicina veterindria, a colistina
ndo costuma ser usada no tratamento de humanos por ser altamente nefro e neurotoxica
(CATRY etal., 2015).

Até 2015, o gene responsavel por conferir resisténcia a colistina, 0 mcr-1,
estava exclusivamente associado ao cromossomo, mas Liu e colaboradores (2016)
demonstraram a presenca de um plasmideo denominado MCR-1, encontrado em uma E.
coli, isolada de suino, albergando esse gene (LIU et al., 2016). Em 2016, o gene
plasmidial mcr-2, foi descrito por XAVIER et al. (2016), que observaram homologia de
76,7% nas sequéncias de nucleotideos, quando comparado com mcr-1.

Em um estudo realizado na China, Liu e colaboradores (2019) encontraram
ocorréncia concomitante de blactx-m-15 € mer-1 em leite de vacas com mastite clinica.
Recentemente, foi encontrado pela primeira vez E. coli multirresistente, produtora de
ESBL e mcr-1 causando mastite clinica (FILIOUSSIS et al., 2020).

1.4. Producdo de biofilme

Durante o inicio do desenvolvimento do biofilme, a sintese de flagelos é
reprimida, j& que a adesdo da bactéria a superficie faz com que a E. coli se torne séssil.
Logo ap6s a adesdo, as bactérias se agregam a partir de interacdo célula-a-célula, tendo
inicio também a producdo da matriz extra-celular, tendo-se como 0s principais
exopolissacarideos o polimero f-1,6-N-acetil-D-glucosamina, que medeia a adesdo
célula-a-célula e as superficies, além de atuar como adesina para estabilizar o biofilme,
a celulose, que confere rigidez ao biofilme e o &cido colanico, que forma uma cépsula
ao redor do biofilme, protegendo-o do ambiente externo e de antimicrobianos. Sabe-se
que, em E. coli, o biofilme pode conferir resisténcia a ampicilina, cefotaxima,
norfloxacino e acido nalidixico, facilitando a ocorréncia de infecgdes persistentes. Apos
a maturacdo, algumas células podem se destacar do biofilme por degradagéo enzimatica,
em resposta a pressdes ambientais como niveis nutricionais e colonizar outras regides
(SHARMA et al., 2016).

A mastite bovina é um dos principais problemas na pecuaria leiteira do Brasil e
do mundo e a investigacdo de fatores de viruléncia, filogenia e resisténcia aos
antimicrobianos nos isolados de MPEC, contribuira para uma maior compreensao
desses patdgenos, auxiliando no combate desta enfermidade a campo e na prevengdo de

possiveis infecgdes humanas. Além disso, a comparacdo genotipica desses isolados
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588  pode permitir a identificacdo de grupos clonais diferentes, na procura de marcadores
589  especificos dessa doenca.
590
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6. CONCLUSAO

A maior parte das infeccdes de mastite clinica bovina foi causada por E. coli
comensal e ndo foi possivel definir marcadores moleculares para o grupo MPEC, devido
a alta variabilidade genética encontrada. Com excecdo de dois isolados, nenhum outro
apresentou genes nem padrdes de adesdo que definem os grupos de DEC. Logo, 0s
isolados de E. coli causadoras de mastite clinica bovina estudados apresentam baixo

potencial zoonético.
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