UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PERFIL GENETICO E MICROBIOLOGICO DE CEPAS DE
Escherichia coli ISOLADAS DE LEITE MASTITICO
BOVINO

Patricia Merenda Rangel

Biomédica

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO” FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PERFIL GENETICO E MICROBIOLOGICO DE CEPAS DE
Escherichia coli ISOLADAS DE LEITE MASTITICO
BOVINO

Patricia Merenda Rangel

Orientador: Prof. Dr. José Moacir Marin

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Microbiologia Agropecuéria. Area
de concentracao em Microbiologia
Agropecuaria.

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Maio de 2007



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

PATRICIA MERENDA RANGEL - nascida no dia 30 de dezembro de
1981, cursou Biomedicina no Centro Universitario Bardo de Maua, campus
Ribeirdo Preto, onde obteve o titulo de bacharel em andlises clinicas em
dezembro de 2003. Em 2007 tornou-se Mestre em Microbiologia Agropecuaria
pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias, campus de Jaboticabal.



FRACASSO NUNCA TE SURPREENDERA SE TUA VONTADE
DE VENCER FOR MAIOR.”

(Autor desconhecido)



Dedico

Aos meus queridos pais, Dirceu e Sueli,

gue nunca deixaram de acreditar nos meus sonhos,

que proporcionaram todos os momentos felizes da minha vida,
gue sempre estiveram ao meu lado e

gue me ensinaram a buscar o caminho da vitéria,

muito obrigada!

Ofereco

Ao meu orientador e amigo, Prof. José Moacir Marin,

gue me ensinou tudo que sei hoje.



AGRADECIMENTOS

- A Deus, pois nenhuma folha cai se n&o for a Sua vontade.

- Ao professor José Moacir Marin, que me passou muito conhecimento durante
esses anos.

- Aos meus amigos do laboratorio, pelo auxilio e ensinamento.

- Aos meus amigos queridos e as meninas da republica, que sempre me
incentivaram e apoiaram.

- A Tania, técnica do laboratério, que sempre me socorreu nos momentos
dificeis.

- Ao Dr. Inivaldo Corréa e Dra. Maria da Graga P. Corréa do laboratorio Vitafort,
pela contribuicdo e por ceder as amostras de leite para a realizacdo deste
trabalho.

- A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP campus
Jaboticabal, por ter aceitado meu trabalho.

- A CAPES pela concesséao da bolsa de estudo.

- A faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP, por permitir a
realizacdo deste em suas dependéncias.

- A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.

“Que Deus abencgoe a todos voceés.”



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt e et e e e e e aaa e ees [l
LISTA DE TABELAS . ... e e e e e e e e e e e e v
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt ettt e e ettt e e e e e et e e e e e e e snbeeeeaeeeaanns Vv
RESUMO ...ttt e et e e e e e sttt e e e e e s et b e e e e e e e s sbbe e e e e e e nnnneeeeaens VI
SUMM A RYY ettt aaaa VII
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt st n et enateeaeae e eaeeaenes 1
2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA. ......cutiitiiiierisieie ettt e s e 3
2.1 MASHItE DOVINQAL. ... .uuiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e 3
2.2 ESCNErICRIA COli. ..o 5
2.2.1 ClasSeS 08 E.COli......cciiiiiiieiieeiiiiiii s e e e e e e e e e e e eeeeenees 6

2.3 Resisténcia antimiCrobDIANa. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiee e 11
3. OBUIETIVO . ittt ettt e e e e e et e e e e e s st e e e e e e e e b aaaaaeeeaennnes 13
4. MATERIAL E METODOS. ... .ottt ettt ettt ettt srae s 14
Y 13 = SR 14
4.2 Colheita do Material...........oooiiiiiiiiiii e 14
4.2.1 Colheita do leite através de testes utilizados no campo...........ccccceeeeeennnn. 14
4.2.2 Teste CMT — California Mastite TesSte.........ccceveeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 15
4.2.3 Colheita das amostras de leIte.........uuuuuiiiiiiiee e 16

4.3 Recepcéao de amostras e isolamento de linhagens bacterianas....................... 16
ST o 1o =T = o PSR 18
4.4.1 Técnica de aglutinaGao em IamiNa...........ccccoviiiiiiiiiie e 19

4.5 Teste de sensibilidade a antimicrobianos...........ccccccccoiiiiiiiii 19
G = Tot= (o TN B N 1 ST 20
4.7 Reacao para amplificac8o dO gENE €aE............uuvueiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 21
4.8 Meios de cultura UtiliZados...........oooeeiiiiiiiiii e 22
4.9 Conservacao das cepas de E.COli.......cccccuiiiiiiiiiiiiii 25
5. RESULTADOS. .....ceeiiie ittt ettt e ettt e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e asnsareeeeeeannnseees 26
B. DISCUSSAOD. ... ettt ettt et es et enne 34
7. CONCLUSAD. ..ottt 42

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiieeeeeeeeee e 43



LISTA DE ABREVIATURAS

AAF - plasmideo que expressa adesina

A/E - ligacéo e entumescimento (“attaching and effacing”)
BFP — pius em forma de feixe (“Bundle-Forming-Pilus”)

CCS - contagem de células somaticas

CMT — Califérnia Mastite Teste (“California Mastitis Test”)
CNF - fator citotoxico de necrose

COOH - carboxila

DAEC - Escherichia coli que adere difusamente

DNA — acido desoxiribonucéico

eae — gene de ligacdo e entumescimento (“attaching and effacing”)
EaggEC - Escherichia coli enteroagregativa

EAST - enterotoxina termoestéavel

EHEC - Escherichia coli enterohemorragica

EIEC - Escherichia coli enteroinvasora

EPEC - Escherichia coli enteropatogénica classica

EspA, EspB e EspD - proteinas

ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica

g - gramas

H — antigeno flagelar

HEp-2 — células de carcinoma epidermdide de laringe humana
HUS — sindrome hemolitica urémica

K — antigeno capsular

LEE — local de entumescimento no enterocito (“locus of enterocyte effacement”)
L: litro

LT — termolébel

meio LB — meio Luria Bertoni

Mm - milimol

mL — mililitro

O — antigeno somaético

°C — graus Celsius



PCR - reacao de polimerase em cadeia (“Polimerase Chain Reaction”)
Pb — pares de base

rpm — rotagao por minuto

ST — termoestavel

STEC - Escherichia coli Shiagatoxigénica

Stx — shigatoxina

tir — gene receptor para a intimina

VT — verotoxina

VTEC — Escherichia coli verocitotoxigénica

uL - microlitro



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Distribuicdo dos sorogrupos O de 187 cepas de Escherichia coli isoladas
de leite provenientes de vacas COM MAaSHTE.........uuiiiiiiieeee e 27

TABELA 2. Susceptibilidade de 231 cepas de Escherichia coli isoladas de leite

provenientes de vacas com mastite frente a 12 agentes antimicrobianos................ 28

TABELA 3. Distribuicdo dos fendtipos de multiresisténcia de 27 cepas de
Escherichia coli resistentes a 4 ou mais agentes antimicrobianos, em isolados

provenientes de leite de vacas com mastite

TABELA 4. Fatores de viruléncia de cepas de Escherichia coli isoladas de leite
mastitico provenientes de dois estados brasileiros no periodo de fevereiro a
NOVEMDIO A€ 2004.... ... ettt s e e e e e e e e e e e e e e e eeeesaesnnenannnns 32



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Susceptibilidade de 231 cepas de Escherichia coli isoladas de leite
provenientes de vacas com mastite frente a 12 agentes antimicrobianos................ 29

FIGURA 2. Distribuicdo da multiresisténcia de 152 cepas de Escherichia coli

isoladas de leite MastitiCO DOVINO. ... ... e 30

FIGURA 3. Eletroforese em gel TAE 1,5% de PCR para a deteccdo do gene stx1l e

stx2 de E.coli isoladas de leite MasStitiCO.......ccuvveveeie e 33

FIGURA 4. Eletroforese em gel TAE 1,5% de PCR para a detec¢do do gene eae de

E.coli isoladas de 18It MASTITICO. ... .cuvee e 34



PERFIL GENETICO E MICROBIOLOGICO DE CEPAS DE Escherichia coli
ISOLADAS DE LEITE MASTITICO BOVINO

RESUMO

A um longo tempo a mastite tem sido reconhecida como a doenga que provoca as
maiores perdas econdmicas nos rebanhos leiteiros. De fevereiro a novembro de
2004, 670 amostras de leite mastitico bovino, provenientes de dois estados
brasileiros foram coletadas, das quais foram isoladas 231 cepas de Escherichia coli.
Estas cepas foram analisadas para a deteccdo dos genes de producdo de Shiga
toxina (stx 1 e stx 2) e do gene da intimina (eae). Vinte cepas (8,6%) foram
detectadas através de PCR contendo os genes da Shiga toxina (8 stx 1, 12 stx 2 e
nenhuma delas ambos os genes). Duas cepas (0,8%) de E. coli eram eae positivo
nao produtoras de Shiga toxina. As cepas de E. coli foram também examinadas para
detectar a resisténcia a 12 agentes antimicrobianos. As resisténcias mais comuns
foram para tetraciclina (92,2%), estreptomicina (90,4%), acido nalidixico (88,3%),
amicacina (86,5%) e cefalotina (84,8%). A resisténcia a mudultiplas drogas foi
encontrada em 152 cepas (65,8%). . Entre os sorogrupos determinados, O111, 026,
0158 e 0125 foram os mais comuns, todos sorogrupos EPEC classicos.

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli, mastite, agentes antimicrobianos, STEC,

gene eae, sorogrupos.



GENETIC NA MICROBIOLOGIC PROFILE OF Escherichia coli STRAINS
ISOLATED FROM MASTITIC BOVINE MILK

SUMMARY

Mastitis has been recognized for some time as the most costly disease in dairy
herds. From February to November 2004, 670 samples of bovine mastitic milk were
collected from two Brazilian states, from which 231 Escherichia coli strains were
isolated. These strains were screened for the presence of Shiga toxin-producing (stx
1 and stx 2) and intimin (eae) genes. Twenty (8.6%) strains were detected by PCR to
harbor the Shiga toxin genes (8 the stx 1 gene, 12 the stx 2 gene and none both of
them) Two (0.8%) of the E. coli strains studied were eae positive non Shiga toxin-
producing. The E coli strains were also examined for resistance to 12 antimicrobial
agents. The most commonly observed resistance was to tetracycline (92.2%),
streptomycin (90.4%), nalidixic acid (88.3%), amikacin (86.5%) and cephalothin
(84.8%). Multidrug resistance was found among 152 isolates (65.8%). Among the
serogroups determined O111, 026, 0158 and 0125 were the most commonly, all of

them classic EPEC serogroups.

KEY-WORDS: Escherichia coli, mastitis, antimicrobial agents, STEC, eae gene,

serogroups.



1. INTRODUCAO

7

Mastite € uma reacgdo inflamatéria da glandula mamaria, normalmente
causada por uma infeccdo bacteriana e €, economicamente, a doenca mais
importante em propriedades produtoras de leite do Brasil e do mundo, pois causa
baixa produtividade do leite e reduz a sua qualidade.

A mastite de origem infecciosa ocorre em cerca de 90 a 95% dos casos,
podendo ser causada por um ou mais microrganismos, ja a de origem traumatica
ocorre em cerca de 5 a 10% dos casos. Além das bactérias, que sdo 0s principais
microrganismos responsaveis pela mastite, fungos e algas, também, podem estar
envolvidos simultaneamente ou ndo nesta enfermidade.

A mastite pode ser classificada como mastite clinica (severa) ou subclinica
(moderada). Mastite clinica apresenta alteracdes dos Uberes e do leite, visiveis a
olho nu. E caracterizada por sinais no Ubere como dor, edema, aumento de
temperatura, enquanto, no leite podem ocorrer mudangcas como a presenca de
grumos e dependendo do grau da infeccdo pode levar a uma secrecdo aquosa. A
mastite subclinica é a mais comum em propriedades leiteiras e de maior
preocupacao, pois pode acometer grande parte do rebanho sem que seja percebida,
devido a ndo apresentacao de sinais sistémicos aparentes. Esta forma de mastite é
a maior responsavel por grandes perdas na producéo leiteira e na qualidade do leite.

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em mastite contagiosa e
ambiental. A mastite ambiental caracteriza-se pelo fato do reservatorio do patdégeno
estar localizado no préprio ambiente das vacas leiteiras, sendo as bactérias gram-
negativas as mais frequentes, principalmente a Escherichia coli.

A E.coli é um bacilo gram-negativo pertencente a microbiota intestinal dos
bovinos, e este representa um reservatorio natural para linhagens de E.coli
enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), Shigatoxigénica (STEC) e
enterohemorragica (EHEC), as quais em determinado momento tornam-se
predominante na microbiota intestinal, podendo provocar alteracbes no animal,
sendo mastite € uma das mais comuns.

A contaminagdo da carne e do leite representa um sério risco a saude



humana, uma vez que sorotipos de E.coli encontrados em bovinos como agentes
infecciosos, também sdo responsaveis por doencas em seres humanos,
especialmente diarréia aguda em criancas e adultos.

A terapia com antibiético é a primeira op¢do de tratamento utilizada para
combater os casos de mastite, o seu uso vai depender da capacidade do
medicamento de atingir todos os locais da infeccdo e manter uma concentracao
minima por um periodo suficiente para eliminar os microrganismos. O antibiotico
pode ser administrado via sistémica ou intramamaria.

Os casos de mastite sdo usualmente tratados sem a prévia identificacao
laboratorial dos agentes patogénicos e testes de sensibilidade antimicrobiana. No
Brasil, existem diversos tipos de drogas que sao utilizadas pelos produtores, sem
um maior controle por parte do Ministério da Agricultura, e isto proporciona uma
selecédo de cepas de microrganismos altamente resistentes a estes antimicrobianos.
Neste contexto, a producéo intensiva de leite de alta qualidade, e sem residuos de
antibioticos, reveste-se de extrema importancia para os produtores, ao se considerar
0S prejuizos e as penalidades decorrentes da rejeicdo do leite contaminado com

valores acima dos niveis de tolerancia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. 1. Mastite bovina

A mastite € um processo inflamatério da glandula maméria de evolucéo
agudo ou crénico. E uma doenca multifatorial que pode ter diferentes causas, grau
de intensidade e variacdes de consequéncias e duracao. Apresenta-se sob a forma
clinica ou subclinica na dependéncia dos sinais de inflamacdo; acomete mais
freqientemente os ruminantes, sendo causada predominantemente por agentes
bacterianos (BLOOD & RADOSTITS, 1991).

Enquadrada entre as principais doencas dos bovinos de leite, a mastite
interfere na economia da producéo leiteira mundial, principalmente por reduzir a
produtividade dos rebanhos infectados (BRITO & BRESSAN, 1996). Além disso,
afeta significativamente a composi¢ao do leite, o rendimento industrial e a qualidade
dos produtos lacteos; 17 a 20% da populacdo mundial de vacas leiteiras apresentam
mastite em algum momento de sua vida produtiva, reduzindo a producdo de 10 a
15% (SANTOS, 2001).

Mastite em vacas e outros ruminantes domésticos leiteiros representa um
prejuizo econdmico no mundo inteiro (BLOOD & RADOSTITS, 1991). Os maiores
custos estdo associados com a reducdo na producao de leite, descarte do leite,
substituicdo precoce do animal, reducdo no valor da venda do animal, drogas e
servico de veterinarios. A realizagdo da terapia antimicrobiana sem conhecimento
prévio dos agentes e do seu perfil de suscetibilidade diante dos principios utilizados
podera resultar em insucesso e maiores prejuizos ao produtor (COSTA et al., 1996),
além de oferecer riscos a saude do consumidor, em decorréncia da maior
possibilidade de desenvolvimento de espécies bacterianas multirresistentes e da
presenca de residuos dos antimicrobianos no leite.

A mastite apresenta duas formas de manifestacéo; a clinica e subclinica. A
mastite clinica € caracterizada por sinais sistémicos, como anorexia, depressao,
toxemia, febre e sinais locais como endurecimento do Ubere, edema, aumento na

temperatura, hiperemia e dor. Também podem ser observadas alteracdes na



secrecdo mamaria; normalmente o leite pode ter coagulos e pus, e com 0 progresso
da infeccdo pode conduzir a uma secrecdo aquosa (SARAN, 1986 in CORREA,
2003). Estes sintomas podem ser visiveis a olho nu.

Perdas extremamente significativas na producdo e deterioracdo da
gualidade do leite estdo associadas com a mastite subclinica, a qual s6 é
identificada com testes especificos. A mastite subclinica ndo apresenta sintomas
aparentes, entretanto, ocasiona alteragdes no leite, tais como, aumento da
contagem de células sométicas (CCS), aumento nos teores de ions cloro, sédio e
proteina sérica, diminuicdo nos teores de caseina, lactose e gordura do leite, o que
limita a exploracéo econémica da raca leiteira (BRAMLEY et al., 1996).

A forma subclinica apresenta uma maior importancia epidemiolédgica, pois
pode propagar-se silenciosamente pelo rebanho sem que sejam percebidas
alteracdes macroscopicas do Ubere ou da sua secrecdo (BLOOD & RADOSTITS,
1991). E a mais importante, devido a maior prevaléncia nos rebanhos, ocorrendo de
15 a 40 vezes mais do que a forma clinica. Esta forma de mastite é de dificil
deteccéo e de longa duragéao (PHILPOT & NICKERSON, 1991).

A mastite infecciosa € a mais frequente, e entre os agentes mais
importantes estdo as bactérias. Porem, os fungos e algas também estdo envolvidos
m sua génese (LANGONI et al., 1998). WATTS (1988) relatou a participagao de 137
espécies de microrganismos, o0 que reforca a complexidade etiol6gica desta
afeccao, dificultando em algumas situacdes o seu tratamento e controle.

A mastite ndo tratada é uma das causas de perdas continuas na economia
da industria leiteira ( SORDILO et al., 1997).

Os microrganismos envolvidos na génese da mastite bovina foram
agrupados de acordo com as fontes de infeccdo e vias de transmissdo, e
classificados como contagiosos ou ambientais (RIBEIRO et al., 2002). Na mastite
contagiosa, ocorre a transferéncia dos microrganismos de uma glandula infectada
para uma glandula néao infectada, durante o processo de ordenha, pelas méos do
retireiro ou através de toalhas utilizadas para limpeza do Ubere. Sendo assim, as
infeccbes podem ser controladas, ou pelo menos diminuidas por medidas simples,
como anti-sepsia dos tetos imediatamente apds a ordenha, pela nédo reutilizacdo de
toalhas, ou uso de toalhas descartaveis e pela higiene das mé&os do retireiro



(EBERHART et al., 1990).

A mastite ambiental caracteriza-se pelo fato do reservatério do patégeno
estar localizado no préprio ambiente das vacas leiteiras, sendo as bactérias gram-
negativas as mais frequentes, principalmente a Escherichia coli (MARGATHO et al.,
1998). Os coliformes s&o habitantes naturais da microbiota intestinal dos bovinos,
portanto estdo presente em suas fezes, desta forma podem ser facilmente
encontrados no solo. Assim as fezes representam uma grande fonte deste
microrganismo no ambiente das fazendas. Materiais organicos usados como cama
para o gado representam um importante reservatorio para os patdgenos ambientais.
Esses materiais estdo frequentemente em contato com as extremidades das tetas
(EBERHART et al., 1979). Durante as esta¢bes chuvosas como o verao, ocorre 0
aumento da umidade neste ambiente, o que facilita ainda mais a proliferacéo destes
microrganismos (SMITH et al., 1985).

Os programas de controle de mastite visam diminuir a prevaléncia da
doenca a niveis aceitdveis, uma vez que sua erradicacdo ndo é viavel. Entre as
medidas recomendadas para o controle das mastites produzidas pela maioria dos
organismos incluem-se medidas higiénicas. Esses procedimentos, entretanto, ndo
sdo tao eficazes contra as infecgdes intramamarias produzidas por microrganismos

de origem ambiental ou oportunista (REIS et al., 2003).

2. 2. Escherichia coli

A E.coli foi descrita pela primeira vez por Theodor Von Escherich em 1885,
sendo denominada inicialmente de Bacterium coli. Por fazer parte da microbiota da
maioria dos animais e do homem, ela foi por muito tempo considerada nao
patogénica. No entanto, ao longo de anos de pesquisas esta enterobactéria vem
sendo associada a infec¢des localizadas e sistémicas tanto em seres humanos
como em animais (KONEMAN et al., 1997).

E.coli é um coco-bacilo Gram-negativo, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, ndo esporulado, a maioria movel e aerdbio ou anaerdbio

facultativo predominante na microbiota intestinal dos seres humanos e animais de



sangue quente (KONEMAN et al., 1997). E um microrganismo que coloniza
tipicamente o trato gastrointestinal infantil dentro de poucas horas de vida, e, dali em
diante, a E.coli e 0o hospedeiro obtém beneficios matuos, como a fabricacdo de
vitaminas K e B. A E.coli permanece inofensivamente confinada na luz intestinal do
intestino grosso, contudo em um hospedeiro debilitado ou imunossuprimido ou
guando barreiras gastrintestinais sdo violadas, as cepas de E.coli mesmo as nao
patogénicas podem causar uma infeccdo. Trés sindromes em geral resultam de
infeccdes inerentes as cepas patogénicas de E.coli: infecgbes do trato urinério,
septicemia e diarréia (NATARO & KAPER, 1998).

As cepas de E.coli sdo freqientemente identificadas através de reacdes
bioguimicas. Contudo, esse método deve ser usado com cautela, pois apenas 90%
dessas cepas sdo lactoses positivas; algumas cepas de E.coli diarréicas, incluindo
muitas cepas enteroinvasiva, sao lactoses negativas. O teste do indol, positivo em
99% das cepas de E.coli, € o melhor teste para identificacdo dos outros membros da
familia Enterobacteriaceae (TRABULSI et al., 2002).

A sorotipagem ocupa um lugar de destaque no estudo deste microrganismo.
Em 1944, KAUFFMAN (in NATARO & KAPER, 1998) prop6s um esquema para a
classificacdo soroldgica de E.coli, que permanece sendo usado até os dias atuais.
De acordo com o esquema de KAUFFMAN, as E.coli sdo sorotipadas com base em
seu antigeno somatico (O), flagelar (H) e capsular (K), sendo que a quantidade de
antigenos identificados aumenta a cada ano. Sao conhecidos atualmente 174
antigenos O, 100 antigenos K e 57 antigenos H. Uma combinacdo especifica de
antigenos O e H define o sorotipo de uma linhagem, enquanto que apenas a
identificacdo do antigeno O define o sorogrupo desta linhagem (NATARO & KAPER,
1998).

Dos 174 sorogrupos O identificados, 60 foram encontrados na espécie
humana. Destes 60, cerca de 25 fazem parte da microbiota intestinal, e a maioria
também estd associada a infec¢do urinaria, meningite e bacteremia. Os outros 35

sorogrupos sdo agentes de infecgdes intestinais (NATARO & KAPER, 1998).

2.2.1. Classes de E.coli



De acordo com a patogenicidade, as E. coli foram classificadas em 7
classes (TRABULSI et al., 2002):
ETEC: enterotoxigénica
EPEC: enteropatogénica
EHEC: enterohemorragica
STEC ou VTEC: produtora de verotoxina
EIEC: enteroinvasiva
EaggEC ou EAEC: enteroagregativa

DAEC: difusamente aderente

A classe EHEC também é conhecida por STEC (“Shiga Toxin Producing”
E.coli) ou VTEC (“Vero Toxin Producing” E.coli), estdo associadas a doenca em
humanos e animais (KUHNERT et al., 2000). As shigatoxinas (Stx) ou
verocitotoxinas (VT) sdo encontradas em uma grande variedade de plantas e em
algumas bactérias (EHEC), que possuem atividade enzimatica (KUHNERT et al.,
2000).

KONOWALCHUC et al. (1977), observaram pela primeira vez que VTEC
produzia uma potente enterotoxina termolabil capaz de causar efeito citotoxico em
células Vero (células de rim de macaco verde africano), entdo a denominaram de
verotoxina (VTEC). Em 1983, O'BRIEN & LA VECK observaram que a atividade
VTEC podia ser neutralizada por anticorpos especificos para a toxina Shiga, uma
toxina extracelular de Shigella dysenteriae, assim passaram a referi-la como toxina
“Shiga-like” (SLTEC) ou simplesmente STEC.

Multiplos fatores de viruléncia contribuem para a patogenicidade da EHEC,
incluindo a producdo de Stx na habilidade do patégeno em causar lesdes nas
microvilosidades da parede intestinal do hospedeiro (KARMALI, 1989; KUHNERT et
al., 2000). As E.coli Stx sdo classificadas em dois tipos, E.coli Stx tipo 1 (Stx1 ou
VT1) e E.coli Stx tipo 2 (Stx2 ou VT2); apesar de ser extremamente similar a Stx1 no
modo de acéo, estrutura e caracteristicas bioquimicas, a Stx2 difere na capacidade
de provocar doencas (SCOTLAND et al., 1985). Geralmente a Stx no epitélio
intestinal de bovinos ndo causa citotoxidade. As Stx sdo proteinas que apresentam
uma subunidade A (30-35 kDa) e cinco subunidades B (entre 7 e 11 kDa). A



subunidade A inibe a sintese protéica de células eucaridticas e as subunidades B
sdo responsaveis pela ligacdo da toxina aos receptores celulares (STROCKBINE et
al., 1988).

O trato gastrintestinal de bovinos € um importante reservatoério de linhagens
virulentas e nédo-virulentas de STEC, e o consumo de carne crua ou mal cozida
contaminada pelas fezes destes animais, ingestdo de leite cru ou pelo manuseio de
materiais contaminados, séo as formas de infec¢éo para o homem (KUHNERT et al.,
2000; STEVENS et al., 2002). As STEC podem causar desde uma diarréia branda,
sanguinolenta (colite hemorragica) a sindrome hemolitica urémica (HUS) em
criancas e adultos, com maiores ou menores efeitos conforme as condicbes
imunoldgicas do individuo (KRISHMAN et al., 1987; CRAY JR, et al., 1996;
JENKINS et al.,, 2003; BETTELHEIM et al.,, 2005). A HUS provoca a maior
complicacéo das infeccdes, caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e
faléncia renal aguda, que pode estender-se a outros 6rgaos (CRAY JR, et al., 1996).
Em 1983 ocorreram dois surtos epidemiolégicos para STEC, o primeiro, nos
Estados Unidos, caracterizado por uma severa dor abdominal seguida por diarréia
liquida sanguinolenta (colite hemorragica), foi associada a ingestao de “hamburgers”
mal cozidos, em uma rede de “fast food” (RILEY et al., 1983), e 0 segundo, no
Canada, onde criangas apresentavam a HUS, também associada a ingestdo de
alimentos mal cozidos (KARMALI et al., 1983). Na HUS ha uma destruicdo de
eritrocitos e falha aguda dos rins, podendo levar o individuo a 6bito (NASCIMENTO
& STAMFORD, 2000).

Ha mais de 400 sorotipos de STEC isolados de gado (BLANCO et al.,
2004). A diversidade de E.coli comensal ndo-STEC presente na microflora intestinal
bovina é de grande interesse, uma vez que esses organismos podem
potencialmente adquirir genes de viruléncia pelo mecanismo de transferéncia
horizontal de genes, via mobilidade genética de elementos, por exemplo, como 0s
fagos (HACKER & KAPER, 2000).

MOON et al., em 1983, descreveu uma lesao intestinal produzida por E.coli
como “attaching — effacing” (A/E), apds observar a ligacdo intima da bactéria a

superficie apical do enterécito (“attaching”) e um entumescimento nas



microvilosidades intestinais (“effacing”), produzindo uma enterotoxina termoestavel
(EAST10). Os genes cromossomais de patogenicidade que codificam as lesdes
histopatolégicas estdo presentes em uma ilha de patogenicidade de 35.6 Kb,
denominada por “locus of enterocyte effacement” (LEE) (MOON et al., 1983,
McDANIEL et al.,, 1995; FRANKEL et al., 1998). Os LEE foram primeiramente
descritos em EPEC E2348/69 por McDANIEL et al. (1995), mas também estdo
presentes em EHEC, Hafnia alvei, Citrobacter rodentium e em E.coli patogénicas em
varias espécies animais (FRANKEL et al., 1998). Estes genes sao organizados em
trés regides principais com funcbes conhecidas. A regido meédia contém 0s genes
eae (que codificam a adesina intimina necessaria no processo attaching - effacing) e
0 gene tir (que codifica um receptor para a intimina que é transportado para as
células do hospedeiro através do sistema de secrecdo tipo lIll), os produtos que
estdo envolvidos na aderéncia da vilosidade epitelial (FRANKEL et al., 1998). Os
genes eae e tir sdo os que codificam o sistema de secrec¢do tipo Ill (ELLIOT et al.,
1998; FRANKEL et al., 1998). A terceira regido dos LEE, situada abaixo dos genes
eae, codifica diversas proteinas que sao secretadas através do sistema de secrecao
tipo Ill; as mais proeminentes destas proteinas sdo EspA, EspB e EspD (FRANKEL
et al., 1998).

Existe um numero muito grande de sorotipos de EHEC, mas a E.coli
0157:H7 é o mais importante. A E.coli O157:H7 pode causar grande surto de
intoxicacdo alimentar, em humanos, decorrentes da ingestdo de alimentos e agua
contaminados (RILEY et al., 1983; KARMALI et al., 1983; STEVENS et al., 2002),
podendo ser encontrada na microflora intestinal de bovinos, suinos, caprinos,
caninos, felinos e aves (BEUTIN et al., 1993), mas sem causar-lhes doenca ou
causando-lhes apenas uma diarréia branda; portanto, sdo considerados um
reservatorio da bactéria O157 (ELDER & KEEL, 2000); entretanto, a maioria destas
bactérias sdo ndo-O157. Dependendo das condicdes e da sobrevivéncia do
patégeno nas fezes dos animais contaminados com E.coli O157:H7, estas fezes séo
uma importante fonte de reinfeccdo para o rebanho e contaminacdo do meio
ambiente (WANG et al., 1996; STEVENS et al., 2002). Esta bactéria pode se manter
viavel na agua por um longo tempo, contaminando grandes areas de abastecimento
rural, urbano e de lazer aquatico (CHALMERS et al., 2000; STEVENS et al., 2002;



SOLOMON et al., 2002).

A STEC esta frequentemente associada a infeccdo em humanos, pelo
consumo de carne contaminada mal cozida e leite cru; também pelo consumo de
hortalicas, frutas e 4guas contaminadas por detritos de animais portadores, através
do uso de esterco nas plantacdes ou, pelos detritos presentes no pasto, ou até
mesmo por contaminacdo de pessoas que trabalham diretamente em contato com
estes animais e seus detritos (RILEY et al., 1983; DOYLE et al., 1991; SILVA et al.,
2001). O gado sadio é normalmente um portador da E.coli O157:H7 e, este é
frequentemente encontrado no gado doente; mas isolar este gado doente nao
resolve o problema, uma vez que ele dissemina o patdgeno por todo o campo,

contaminando o solo e aguas préximas ao pasto (WANG et al., 1996).

O uso de antibidticos nas infec¢des por VTEC representa uma controveérsia:
pode ser um fator de risco, por exemplo, para a sindrome urémica hemolitica.
Estudos in vitro demonstraram que alguns tipos de antibiéticos aumentariam a
producéo e liberacdo de toxinas, por exemplo, quando ha exposicdo a quinolonas e
cotrimoxazol produzindo grande liberacdo de toxinas. Por outro lado, outro estudo
descreveu que se produzia diminuicdo da producédo de VT ao utilizar norfloxacina,
kanamicina, ampicilina, fosfomicina e claritomicina em ratos, pela diminuicdo de
excrecdo de VTEC. Do ponto de vista clinico, outras experiéncias mostraram que
certos antimicrobianos, administrados precocemente durante a infeccdo, poderiam

prevenir a progressao da doenca (REYES et al., 2004).

EPEC é uma importante categoria de E.coli diarréica, a qual tem sido
associada a diarréia infantil severa nos paises em desenvolvimento, principalmente
associadas aos sorogrupos 0111 e 0119, caracterizada por diarréia aquosa e
sanguinolenta. A existéncia destas bactérias foi descoberta em 1945, sendo,
portanto, as primeiras E.coli implicadas em diarréia. O reservatorio parece ser o
proprio homem (TRABULSI et al., 2002). Aderem intimamente as células da mucosa
intestinal (pela intimina expressada pelo gene eae) através do pilus BFP (“Bundle-
Forming-Pilus”), pelo fendmeno “attaching — effacing” (A/E), em célula HEp-2
(células de carcinoma epidermoéide de laringe humana), mediadas pelo BFP
(KAPPER et al., 1995; JAWETS et al., 2000). E um plasmideo que expressa uma



adesina (AAF/1) e produz uma enterotoxina termoestavel (EAST1) (NATARO et al.,
1992). As EPEC sédo classificadas em: | ou classica (aderéncia em Hep-2) e Il
(aderéncia difusa ou ausente em Hep-2). Cepas de EPEC tém sido isoladas de uma
grande variedade de alimentos, tais como carne, vegetais, frutas, leite e produtos
lacteos (ARAUJO et al., 2002).

2. 3. Resisténcia antimicrobiana

O aparecimento e a disseminacéo de resisténcia a drogas antimicrobianas
entre as bactérias sdo considerados atualmente como um sério problema de saude
publica, e o controle dessa disseminacdo como um desafio a ciéncia (COHEN,
2000). Uma pressdo seletiva favorecendo o0s genotipos resistentes a
antimicrobianos é exercida sempre que estas drogas sdo utilizadas de forma
terapéutica para o tratamento de infeccdes em Medicina humana e veterinaria.
Como uma consequéncia desta pressao seletiva e devido ao uso indiscriminado
destas drogas nas ultimas décadas ocorreu um aumento extraordinario do nivel de
resisténcia a agentes antimicrobianos apresentado pelas bactérias de origem

humana ou de outros animais (ANGULO et al., 2000; TEUBER, 2001; LEVY, 2002).

O nivel de resisténcia apresentado pelas bactérias comensais tem sido
proposto como um indice indicativo adequado para a avaliagdo da resisténcia a
antimicrobianos apresentada pelas populacdes bacterianas, bem como um indice de
avaliacdo da exposicdo destas bactérias as diferentes drogas antimicrobianas
(CAPRIOLI et al., 2000). Além disso, a aquisicdo de resisténcia pelas bactérias
comensais € motivo de preocupagdo, pois a microbiota pode atuar como um
reservatério potencial de genes de resisténcia a drogas antimicrobianas, as quais
podem ser transferidas para uma bactéria patogénica dentro de um hospedeiro

(SUMMERS, 2002).

A antibitticoterapia é usualmente a primeira op¢do de tratamento das
mastites. Desta forma, é de extrema importancia o isolamento e identificacdo dos

agentes infecciosos em laboratério, como prova definitiva no diagnéstico das



mastites e analise “in vitro” da sensibilidade antimicrobiana que se faz necesséria
nas amostras isoladas. Entretanto, mesmo que 0 microrganismo patdégeno seja
sensivel a um determinado antimicrobiano in ‘“vitro”, isto ndo implica,
necessariamente, no sucesso do tratamento. Por outro lado, se 0 microrganismo é

resistente, a probabilidade de sucesso € baixa (OLIVEIRA et al., 2002).

O wuso extensivo e frequentemente indiscriminado de agentes
antimicrobianos na medicina e agropecuaria, ou mesmo a presenca de alguns
compostos toxicos no meio ambiente, tem um efeito seletivo na emergéncia e
manutencdo de resisténcia a droga destas bactérias, o que levou a um grande
aumento da resisténcia a antimicrobianos na producdo animal pelo mundo
(FRANKLIN, 1999). A presenca de residuo de antimicrobianos no leite pode levar a
ocorréncia de selecdo de microrganismos patogénicos resistentes e desencadear
reacoes de hipersensibilidade (COSTA, 1999).

Evidencias clinicas e microbiolégicas indicam que as bactérias resistentes
podem ser transmitidas a partir dos animais para o homem, resultando em infec¢oes
qgue sao dificeis de serem tratadas, assim a selecdo de um gene de resisténcia a
droga antimicrobiana em animais de criacdo intensiva (frango, porco, bovino,
caprino, ovino) podem aumentar a incidéncia de patégenos humanos de origem
animal apresentando multiresisténcia. Tem-se observado resisténcia antimicrobiana
de varias bactérias isoladas de porcos, galinhas, vacas como a E.coli,
Staphylococcus sp, Clostridium sp, entre outras. A transmissdo destes
microrganismos para o homem resulta do contato direto com o animal, com suas
fezes ou a partir da ingestao de alimentos (YOUNG, 1994; Van den BOGAARD &
STOBBERING, 2000).

A ocorréncia de residuos de antibidticos no leite tem sido objeto de
preocupacao constante por parte das autoridades sanitarias, devido, sobretudo, aos
efeitos téxicos destes compostos sobre a salude humana. Por este motivo,
recomenda-se o monitoramento freqiente de residuos de medicamentos es seus
derivados metabolicos no leite (BOECKMAN & CARLSON, 1997). O controle de
residuos de agentes antimicrobianos no leite € particularmente importante, também,

para a industria de produtos lacteos, devido aos prejuizos causados pela



interferéncia destes compostos no desenvolvimento das culturas lacteas largamente

empregadas em fabricas de laticinios (SPREER, 1991).



3. OBJETIVO

Os objetivos deste trabalho séo:

1 Verificar a incidéncia de E.coli no leite coletado de vacas acometidas de
mastite clinica e subclinica em 37 propriedades rurais em 2 estados

brasileiros em um periodo de 10 meses.

2 Determinar a resisténcia das cepas isoladas frente a 12 agentes

antimicrobianos.
3 Realizar a identificacdo do sorogrupo das cepas isoladas.

4 Verificar a presenca dos genes stx1 e stx 2, caracteristicos de cepas STEC, e

a presenca do gene eae da intimina através de PCR.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

As amostras de leite foram fornecidas pelo Laboratério VITAFORT Indastria e
Comeércio de Produtos Veterinarios sediado na cidade de Ribeirdo Preto — SP, as
mesmas foram coletadas por técnicos do mesmo laboratério, apos ser efetuado o

teste de CMT nos animais caracterizando mastite clinica ou subclinica.

Um total de 670 amostras de leite foram coletadas de vacas de diversas
racas, em diferentes estagios de lactacdo, com mastite clinica ou subclinica, das
guais, 51 amostras foram identificadas como Escherichia coli. Os animais eram
criados em propriedades que utilizavam diferentes tipos de manejo, a higienizagao e
o controle sanitario eram realizados conforme orientacées do médico veterinario de
cada propriedade. As amostras foram coletadas em 37 propriedades leiteiras,
distribuidas em dois estados brasileiros: Minas Gerais e Rio Grande do Sul, durante

0Ss meses de fevereiro a novembro de 2004.

4.2 Colheita do material

4.2.1 Colheita do leite através de testes utilizados no campo

Inicialmente foram identificados os animais portadores de mastite utilizando

testes como o CMT e teste da caneca de fundo preto.

Nos casos de Mastite Clinica deu-se a confirmacdo mediante a observacéo
da presenca de sinais locais como edema, endurecimento, palpitacdo e aumento de
temperatura do Ubere; além da presenca de grumos no leite submetido ao teste da

caneca de fundo preto.



Os demais animais foram submetidos ao teste de CMT (Califérnia Mastite
Teste), para a detec¢do da mastite subclinica, conforme descrito em SCHALM et al.,
1971.

A deteccdo e o controle das mastites subclinicas tem sido o principal desafio
para aqueles que trabalham com esta forma da doenca. A identificacdo dos casos
de mastite subclinica € realizada principalmente através de dois procedimentos
(CORREA, 2003):

1 Deteccao quantitativa da hiperleucose no leite (através da Contagem
de Células Somaticas — CCS) ou qualitativamente (através do teste de CMT
ou WMT — White Mastitis Test).

2 Teste microbiolégico, para identificar o (s) patégeno (s) causador (es)
da mastite. Este teste exige analises em laboratério, podendo ser efetuado

individualmente para cada animal ou no tanque de leite.

4.2.2 Teste CMT — Califérnia Mastite Teste

O teste de CMT (SCHALM et al.,, 1971) foi utilizado para confirmacdo de
casos de mastite subclinica. O kit para o teste CMT (FATEC S/A) é composto por
uma bandeja padrédo, com quatro cavidade, e um frasco de 500 mL de reagente, o

gual consiste em um detergente anionico associado ao corante Azul de Bromotimol.

Antes de iniciar o teste CMT, era feita uma anti-sepsia do Ubere, descartava-
se 0s dois ou trés primeiros jatos de leite (teste da caneca de fundo preto) e em
seguida, eram ordenhados aproximadamente 2 mL de cada quarto na cavidade da
bandeja. Delicadamente, inclinava-se a bandeja, retirando o excesso de leite, em
seguida adicionava-se 2 mL do reagente em cada cavidade e agitava-se
vagarosamente em movimentos circulares durante aproximadamente 2 minutos.
Logo apOs observar o grau de coagulacdo era realizada a comparagdo com o
padrdo para o diagndéstico.



Varios niveis de mastite foram observados com o teste de CMT nos rebanhos

analisados, e a interpretacdo do mesmo segue descrita abaixo:
Interpretagéo do CMT:

1 Quando ocorreu a formacdo de pequenos coagulos (grumos) ou aumento na
viscosidade, considerava-se uma mastite subclinica de baixo grau (+), ou seja,

presumindo-se que havia entre 400.000 a 800.000 células/mL de leite.

2 Quando ocorreu a formacgédo de grumos mais consistentes, considerava-se
uma mastite subclinica de médio grau (++), ou seja, presumindo-se que havia entre
800.000 a 5000.000 células/mL de leite.

3 Quando ocorreu a formacdo de um gel, considerava-se uma mastite
subclinica de alto grau (+++), ou seja, presumindo-se que havia mais de 5000.000
células/mL de leite (MILLER & KEARNS, 1967).

4.2.3 Colheita das amostras de leite

Inicialmente foi efetuada a higienizacdo das méaos do retireiro e dos tetos das
vacas, com uma solucéo de agua e sabdo, em seguida os tetos foram secados com
papel toalha descartavel. Apds a higiene do local foi feita uma anti-sepsia com uma
solucdo de alcool 70%; os primeiros jatos de leite foram descartados, a seguir,
aproximadamente 5 mL de leite foram coletados em vidros esterilizados. Essas
amostras foram enviadas congeladas para o laboratorio de Genética da Faculdade

de Odontologia de Ribeirdo Preto por correio (sedex) no prazo de 3 dias.

4.3 Recepcado de amostras e isolamento de linhagens bacterianas



Com auxilio de uma alca de platina as amostras foram semeadas em estrias
em placas contendo Agar MacConkey (Biobras), e incubadas a 37°C, sendo o
crescimento bacteriano avaliado apds 24 e 48 horas. Cinco colbénias lactose positiva
e que tinham caracteristicas presuntivas de E.coli foram submetidas aos testes
bioquimicos confirmatorios. Essas colonias foram semeadas com auxilio de uma
agulha de semeadura em agar triplice de acucar e ferro (TSI) picando-se o meio até
o fundo do tubo e fazendo estrias no apice e incubadas a 37°C por 24 horas. A
leitura mostrou uma identificagdo presuntiva de E.coli com a fermentacéo dos trés
acucares existentes no meio (lactose +, sacarose +, glicose +, com ou sem
producdo de géas). A fermentacdo desses acucares levou a producdo de &cidos e
modificou a cor do TSI passando de alaranjado (cor origina do meio) para amarelo;

a confirmacéo foi realizada com a série bioguimica:

a) INDOL: é um dos produtos do metabolismo do aminoacido triptofano. As
bactérias que possuem a enzima triptofanase sédo capazes de degradar o triptofano
com producédo de indol, acido pirtvico e amodnia. O indol pode ser detectado em um
meio apropriado através do desenvolvimento de uma coloracdo vermelha, apos a
adicdo de uma solucdo contendo p-dimetilaminobenzaldeido (reativo de Ehrlich ou
de Kovacs). Para testar o indol, o microrganismo foi inoculado com auxilio de uma
agulha de semeadura em tubos de ensaio contendo o caldo triptofano, e incubado a
37°C por 24 horas. Ao termino deste periodo foram adicionadas 15 gotas do reativo
de Kovacs pela parede do tubo. O desenvolvimento de uma cor vermelha brilhante
na superficie de contato entre o reativo e o caldo triptofano indica a presenca de

indol.

b) LISINA: as descarboxilases sdo um grupo de enzimas substrato —
especificas, capazes de atuar sobre a porcao carboxila (COOH) dos aminoacidos,

formando aminas de reacao alcalinas, a lisina produz a cadaverina.

c) UREASE: os microrganismos que possuem a enzima urease tém a
capacidade de hidrolisar a uréia com liberacao de aménia. O teste da uréia é feito a
partir de tubo inclinado, com inoculo semeado na superficie, apés 24 horas de
incubacdo a 37°C, indica a presenca de uréase com a mudanca de cor rosa para

vermelha na superficie do agar.



d) CITRATO DE SIMMONS: determina se um microrganismo € capaz de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono para seu crescimento com a
consequente alcalinizacdo. O meio citrato é vertido em um tubo com &gar inclinado.
Fazem-se estrias sobre a superficie inclinada do &gar, e apdés 24 horas de
incubacédo a 37°C, o ndo crescimento da bactéria deixando o meio inalterado indicou
prova negativa (KONEMAN et al., 1997).

4.4 Sorotipagem

As cepas de E.coli foram identificadas por meio de antigeno somatico “O”
(sorogrupo). Os anti-soros utilizados foram os polivalentes e monovalentes da
Probac como segue:

Polivalente A: contém anticorpos contra as E.coli 026, 055, O111 e O119.
Polivalente B: contém anticorpos contra as E.coli 0114, 0125, 0142 e O158.
Polivalente C: contém anticorpos contra as E.coli 086, 0126, 0127 e 0128.

Monovalentes: contém anticorpos contra cada um dos sorogrupos anteriores,

separadamente.

A fim de evitar reacdes cruzadas, inicialmente utilizou-se 0s soros
polivalentes A e B, ndo ocorrendo aglutinagao utilizou-se o soro polivalente C.
Ocorrendo aglutinacdo em um dos polivalente, foram realizadas as provas de

aglutinacdo usando os monovalentes correspondentes.
A pesquisa de EPEC foi considerada negativa se:
- as culturas n&o aglutinarem com os soros polivalentes A, B e C.

- as culturas aglutinarem em um dos soros polivalentes, mas néo aglutinarem

nos monovalentes correspondentes.



- areacao de aglutinacao demorar mais de 2 minutos e for parcial.

4.4.1 Técnica de aglutinacdo em lamina

A técnica é simples e funciona bem quando as seguintes recomendacdes

sdo observadas, rigorosamente:

Placa ou lamina de aglutinacdo: deve ser bem limpa e desengordura com

alcool.

Proporgcao suspensao/anti-soro: para uma gota normal dos soros PROBAC,

usar em torno da metade de uma gota da suspensao anterior.

Mistura suspenséao/anti-soro: deve ser totalmente homogénea e deve ocupar

uma area de 1,5 cm de diametro.

Movimentacdo da placa: movimentar a paca de modo que a mistura
suspensdao/soro s desloque facil e continuamente. Manter a movimentacdo pelo

menos por 1 a 2 minutos.

4.5 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Para a realizacdo desse teste as cepas de E.coli foram repicadas em meio
Mac Conkey para a obtencdo de colbnias jovens. ApGs o crescimento as colbnias
foram repicadas em 2 mL de infusédo cérebro- coracdo (BHI) e colocadas em estufa
a 37°C até obter escala de turvacdo, segundo McFarland, de 0,5 de densidade. A
seguir, as culturas diluidas foram semeadas com o auxilio de swabs estéreis, em
placas contendo agar Mueller-Hinton e, apds aproximadamente 3 minutos, tempo

necessario para a secagem da superficie do meio, foram colocados assepticamente,



os discos (Laborclin) contendo os antimicrobianos de forma equidistante. A leitura foi
realizada apos 18 a 24 horas de incubacdo com uma régua milimetrada (BAUER et
al., 1966; NCCLS 1999).

Os diametros obtidos em milimetros foram comparados com a tabela
fornecida pelo fabricante dos discos utilizados.

Doze agentes antimicrobianos foram testados: acido nalidixico (NAL-30ug);
amicacina (AMI- 30ug); amoxicilina (AMO-10ug); amoxicilina + &cido clavulanico
(AMC-30ug); ampicilina (AMP-10ug); cefalotina (CFL-30ug); ceftriaxona (CRO-
30ug); ciprofloxacina (CIP-5ug); cotrimoxazol (SUT-25ug); estreptomocina (EST-
10ug); gentamicina (GEN-10ug) e tetraciclina (TET-30ug).

4.6 Extracao DNA

O DNA microbiano foi extraido segundo a técnica proposta por KESKIMAKI et
al. (2001), onde uma colbnia isolada de E.coli foi semeada por 12 horas em um tubo
de ensaio contendo 1 mL de meio LB, este volume foi transferido para um tubo
eppendorf e centrifugado a 14.000 rpm por 30 segundos para a precipitacdo das
células e descarte do sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspendidas
em 250 uL de agua Milique estéril e agitada em vortex por 30 segundos. A cultura
bacteriana foi novamente precipitada e repetido o processo de lavagem. ApGs duas
lavagens com agua Milique, o tubo eppendorf contendo a cultura foi colocado por 10
minutos na agua fervente (100° C). ApGs esse tempo, as células foram precipitadas
através de centrifugacdo a 14.000 rpm durante 30 segundos e do sobrenadante foi
retirado uma aliquota de 150 uL a qual foi transferida para um tubo eppendorf. Este
material € denominado DNA molde (DNA template) e foi utilizado como fonte de
DNA na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A amplificagdo do DNA bacteriano foi executada em reacdo, segundo o
protocolo de ORDEN et al (1998), com 1U de taq polimerase, 5 pL de tampé&o 10X
(100 mM Tris — HCI, 15 mM MgCI2, 500 mM KCI, 1% Triton X-100), 2,5 uL de cada
primer (40 mM), e 10 uL de DNA molde em um volume total de 50 pL. A mistura de
reacdo foi acrescentada 1 gota de Oleo mineral. O PCR foi realizado em um
termociclador (Eppendorf) a 94°C por 1 minuto (desnaturacéo); 55°C por 1 minuto



(anelamento) e 72°C por 1 minuto (extensdo), encerrando por um ciclo final de 72°C
por 5 minutos. 10 pL do produto amplificado foram visualizados em gel de agarose a
1,5%. Os fragmentos amplificados foram observados sob luz ultravioleta apos
coloracdo com brometo de etidio. Foi utilizado o marcador molecular @X174 digerido
com Haelll. Como controle positivo foram usadas as cepas de E.coli O157:H7
produtora de VT1 + eae, E.coli J2 produtora de VT2 + eae cedidas gentilmente pelo
Departamento de Microbiologia do IB- UNICAMP; e a cepa de E.coli O157:H7 (933)
produtora de VT1, VT2, eae, cedida gentilmente pelo laboratério de Microbiologia —
UNIFESP — Universidade Federal de Séo Paulo.
Primers:
VT1la-CAGTTAATGTGGTGGCGAAG
VT1b-CTGCTAATAGTTCTGCGCATC

VT2a-CTTCGGTATCCTATCCCGG
VT2b- GGA TGC ATC TCT GGT CAT TG

Na reacao da PCR foi utilizado os seguintes reagentes:

DNA template.......ccccoeeeevveeeeeeennnn.n. 10,0 pL
TaAMPEO....eieiiiiiiieii e, 5,0 pL
D ] T 2,0 L
Primerl.......ccccoiiiiiiceee e, 2,5 uL
Primer2........cccccvvvieccceceeeeee, 2,5 uL
TAQ. i 1,0 uL
o] 7= | 50,0 pL

Obs: o gel utilizado na eletroforese foi o TAE 1,5% e a voltagem de 60V por 2

horas.

4.7 Reacéao para amplificacdo do gene eae

O PCR foi realizado segundo o protocolo de China et al. (1996) utilizando as

condi¢des e 0s primers descritos.



4.8 Meios de cultura utilizados

Agar Mac Conkey (Biobras)
Composicéo (g/L)

Pepltona.......ooveieiiee 17,00
Polipeptona...........cccccceeiieiiiieeeeeeceeeee 3,00
LACIOSE. ... it 10,00
SaisS billares......oovviiiieiee e, 1,50
Cloreto de SOdi0...........uuuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee s 5,00
AGAT.....o i 13,50
Vermelho Neutro............ooovviiiiiic e 0,03
Cristal Violeta........cooovvviiiiiiieee e, 0,001
Agua destiladas............c.cceevveeeeeeiieeeeee e 1L

PHfiNal.........oooir 7,1

Esterilizado a 120°C por 20 minutos em autoclave.

Agar Triplice de Acucar e Ferro (Triple Sugar Iron Agar) — Oxoid
Composicéo (g/L):

EXtrato de Carne.......ccooovveeeiiiiiiiieiieeei e 3,00
Extrato de levedura.........c.cocoeevvviieiiciiiieieeeieeee, 3,00
Pepltona.......ooviiii e 20,00
Cloreto de SOdi0...........uuuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 5,00
LACIOSE. ... it 10,00
Y= (012 1 (0 17T, 10,00
GlICOSE....uuiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 1,00
Citrato de ferr0.......ccoevveeiiiiiieeeeeeee 0,30
Tiossulfato de SOdI0..........ccvvveeeeeeeiiiiiiiciiee 0,30
Vermelho de fenol.........cccciiii g.s.
AGAT e 12,00
PHfiNal........coooir e, 7,4

Segundo instrucdes do fabricante, 65g do meio de cultura foram reidratados



com 1000 mL de agua destilada e em seguida levado a fervura para dissolver
completamente, posteriormente foi distribuido em tubos de vidro de 12X1 mm e
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. Deixando o meio solidificar na

posicéo inclinada.

Meio de Indol
Composicéo (g/mL):
Caldo triptofano (triptofano a 1%)

Peptona ou digerido pancreético de caseina (tripticase)...2,00

(01 [0] (=] (0 1o [=3E=Y0 o [ To J 0,50
Agua destiladas...........ccooveeeieeeeeeeee e 100,00 mL
PH fiNal......oooei e 8,0

Foram misturados todos os itens acima para obtencdo do caldo triptofano a
1%, em seguida foram distribuidos aproximadamente 3,0 mL do caldo em tubos de
vidro de 10X1 cm e autoclavados a 121°C por 20 minutos (KONEMAN et al., 1993).

Reativo de Kovacs

Composic¢éo (mL):

Alcool amilico ou isomilico puro............cccveueee... 150,00
P-Dimetilaminobenzaldeido..........cc.ccovvevveeeenneen... 10,00
Acido cloridrico concentrado..........cocveeveveneeeenn.. 50,00

Citrato de Simmons (Simmons Citrate Agar) — Difco

Composicéao (g/L):

Sulfato de magneésio.........ccceeeeeeeeeieeeeeieiiieieeeeenns 0,20
Fosfato de aménio monobasico......................... 1,00
Fosfato dipOtasSiCo..........uuvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeies 1,00
Citrato de SOI0..........uuvvviiiiiiiiiiieeeeeee s 2,00
Cloreto de SOdI0..........uuuvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5,00
AGAr. .. 15,00



PHfiNal........cooorre e, 6,8

Segundo instruc¢des do fabricante, 24,2g do meio de cultura foram reidratados
com 1000 mL de &gua destilada e em seguida levado a fervura para dissolucéo
completa, em seguida o meio foi distribuido em tubos de vidro de 10X1 cm e
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. Deixando o meio solidificar na

posicéo inclinada.

Meio Luria Bertoni (LB)
Composicéo (g/L):

B 10 4 - VPP 10,00
Peptona......coooevuiei 10,00
Extrato de levedura..........ccccccceeeeeiiiiniiiiiiiiiine, 5,00
Cloreto de SOI0..........uuviviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 10,0
Agua destilada...........ccocvevveerieieeieieee e, 1L

O pH foi ajustado para 7,0 com hidréxido de sodio. O meio foi esterilizado por
autoclavagem durante 20 minutos a 1 atm de pressdo. Quando utilizado em placa
de Petri foi adicionado 15 g/L de &gar.

Agar Mieller-Hinton (Miieller-Hinton Agar) — OXOID
Composicéo (g/L):

Infusad desidratada de carne........................ 300,00
Hidrolisado de caseina........ccccccvvveeeeeeeeieeiieiie, 17,50
AMIAO....eiiiiiiiiiiie e 1,50
AGA e 17,00

Segundo instru¢cbes do fabricante, 38g do meio de cultura deverdo ser
dissolvidos em 1000 mL de agua destilada e levados a fervura para dissolucao

completa, a seguir o meio foi esterilizado e autoclavado a 121°C por 20 minutos.

4.9 Conservacao das cepas de E.coli



Apods o isolamento, cada um das cepas obtidas foi conservado de duas
maneiras:

1. Por meio de repique semanal em placa de Petri ou quinzenal em tubo de
agar inclinado, sempre em meio LB e conservado a 4°C em geladeira.

2. Em freezer a -20°C em 2 tubos de plastico de microcentrifuga contendo
50% de um crescimento bacteriano em LB liquido e 50% de uma solugéo de glicerol

a 70%.



5. RESULTADOS

De fevereiro a novembro de 2004 foram coletadas 670 amostras de leite de
vacas acometidas de mastite clinica ou subclinica, em 37 propriedades de leite de
dois estados brasileiros. A partir de 7,6% (51) amostras positivas para E. coli foram
selecionadas 231 cepas de E. coli, as quais foram submetidas a identificacdo do
sorogrupo correspondente.

A sorotipagem das cepas de E.coli foi efetuada apenas com o antigeno
somatico (O) assim, foi identificado o sorogrupo especifico de cada linhagem. O
interesse deste projeto envolvia apenas a identificacdo de E.coli enteropatogénica,
assim os anti-soros utilizados eram especificos para EPEC.

Cento e oitenta e sete cepas tiveram 0 seu sorogrupo identificado conforme
mostrado na Tabela 1. Os doze sorogrupos EPEC classicos foram detectados entre
as cepas examinadas, sendo os sorogrupos O111 (24 isolados), 026 (22 isolados),
0158 (21 isolados) e 0125 (21 isolados) os mais detectados. Quarenta e quatro
isolados pertenciam a outros sorogrupos e foram classificados como nao
identificados para os sorogrupos examinados.

Entre as 231 cepas de E.coli examinadas os maiores indices de
susceptibilidade detectados foram para a amoxicilina + acido clavulanico (85,7%),
ceftriaxona (82,2%) e cotrimoxazol (68,8%) conforme indicado na figura 2.

Dezesseis cepas se mostraram sensiveis a todos os antimicrobianos testados.



Tabela 1. Distribuicdo dos sorogrupos O de 187 cepas de Escherichia coli isoladas

de leite provenientes de vacas com mastite.

Sorogrupos de E. coli Numero de amostras
0111 24
026 22
0158 21
0125 21
0119 16
086 15
055 14
0127 13
0142 13
0114 11
0128 9
0126 8

TOTAL 187 (80,95%)




Tabela 2: Susceptibilidade de 231 cepas de Escherichia coli isoladas de leite

provenientes de vacas

antimicrobianos.

com mastite

frente a 12 agentes

Antimicrobianos Resistentes Sensiveis
N (%) N (%)

Ampicilina 137 (58,3%) 94 (40,7%)

Amoxicilina 133 (57,6%) 98 (42,4%)

Amoxicilina + acido 33 (14,3%) 198 (85,7%)

clavulanico

Cefalotina

Ceftriaxona

Tetraciclina

Gentamicina

Estreptomicina

Amicacina

Acido nalidixico

Ciprofloxacina

Cotrimoxazol

196 (84,9%)

41 (17,7%)

213 (92,12%)

157 (68,0%)

209 (90,5%)

200 (86,6%)

204 (88,3%)

120 (51,9%)

72 (31,2%)

35 (15,6%)

190 (82,3%)

18 (7,8%)

74 (32,0%)

22 (9,5%)

31 (13,4%)

27 (11,7%)

111 (48,1%)

159 (68,8%)
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Figura 1. Susceptibilidade de 231 cepas de Escherichia coli isoladas de leite
provenientes de vacas com mastite frente a 12 agentes

antimicrobianos.



Multiresisténcia a duas ou mais classes de agentes antimicrobianos foi

detectada em 152 cepas de E. coli, conforme indicado na Figura 2.

70 - 66
59

60 -

50 -
40 -
30 -

18
20 ~

Numero de cepas

10 - 8 L
0 [ ]

2 classes 3 classes 4 classes 5 classes 6 classes

Classes de antimicrobianos

Figura 2. Distribuicdo da multiresisténcia de 152 cepas de Escherichia coli

isoladas de leite mastitico bovino.

Na Tabela 3 estdo indicados os fenétipos das cepas que apresentaram
resisténcia a 4 ou mais agentes antimicrobianos. Como pode ser verificado na
tabela cada fendtipo especifico foi detectado uma Unica vez, com excec¢ao de um
unico fendtipo detectado em duas cepas, esta heterogeneidade dos fendtipos
representa uma boa indicagdo da caracteristica de cepas de E. coli como

contaminantes ambientais ou patdégenos oportunistas.



Tabela 3. Distribuicdo dos fenotipos de multiresisténcia de 27 cepas de Escherichia
coli resistentes a 4 ou mais agentes antimicrobianos, em isolados

provenientes de leite de vacas com mastite.

Fendtipos de resisténcia Numero de cepas
AMP-CFL-TET-EST 1
AMP-TET-AMI-NAL
CFL-TET-EST-AMI-NAL
AMP-AMC-CFL-TET-AMI
AMP-CFL-TET-GEN-EST
AMP-TET-GEN-AMI-NAL
AMP-CFL-GEN-EST-AMI-CIP
CRO-TET-GEN-EST-AMI-NAL
AMP-CFL-GEN-AMI-NAL-CIP
AMP-AMO-CIP-GEN-AMI-NAL
AMP-TET-EST-AMI-NAL-CIP
AMO-TET-GEN-EST-AMI-CIP
AMP-CFL-TET-GEN-EST-AMI
AMO-TET-GEN-EST-AMI-NAL
AMO-TET-GEN-EST-AMI-CIP
AMC-CFL-TET-GEN-AMI-NAL
AMC-CFL-TET-GEN-EST-AMI-NAL
TET-GEN-EST-AMI-NAL-CIP-SUT
AMP-AMO-TET-GEN-EST-AMI-SUT
AMP-AMO-CFL-GEN-EST-AMI-SUT
AMP-AMO-CFL-TET-EST-AMI-SUT
AMP-AMO-CFL-TET-EST-AMI-CIP
AMO-AMC-CFL-TET-GEN-AMI-NAL
AMP-TET-GEN-EST-AMI-NAL-CIP-SUT
AMP-AMO-AMC-CFL-TET-EST-AMI-NAL
AMP-AMO-CFL-TET-GEN-EST-AMI-CIP

P RPN R R R R R R R R R R R R R R R R R R RPB R R R

TOTAL 27




AMP: ampicilina, AMO: amoxicilina, AMC: amoxicilina+acido clavulanico, CFL: cefalotina, CRO:
ceftriaxona, TET: tetraciclina, GEN: gentamicina, EST: estreptomicina, AMI: amicacina, NAL:

acido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, SUT: cotrimoxazol.

A verificacdo da expressdo dos genes de stx 1 e stx 2 por PCR das 231

cepas testadas foram de 5,20% de stx 2 e 3,46% de stx 1 (tabela 4 e figura 2).

Tabela 4. Fatores de viruléncia de cepas de Escherichia coli isoladas de leite
mastitico provenientes de dois estados brasileiros no periodo de fevereiro a

novembro de 2004.

Fatores de Numero de cepas STEC
viruléncia (%)
stx 1 8 (3.4) +
stx 2 12 (5.2) +
eae 2 (0.8) *

Das 8 cepas stx 1 positivas, 3 apresentaram multiresisténcia, sendo que as
resisténcias antimicrobianas mais comuns envolviam a ampicilina, a gentamicina, o
acido nalidixico, a amicacina e a tetraciclina. Das cepas stx 2 positivas, 8
apresentaram multiresisténcia, sendo as resisténcias predominantes a ampicilina, a

tetraciclina, a gentamicina e a estreptomicina (resultados ndo mostrados).

O gene eae foi detectado em duas cepas de E.coli stx negativo (figura 3).



Figura 2. Eletroforese em gel TAE 1,5% de PCR para a detec¢do do gene stx1 e
stx2 de E.coli isoladas de leite mastitico. Raia 1- marcador de peso
molecular @x174 digerida com Hae llI; raia 2- stx1 controle positivo; raia 3-
amostra 142 stx2 positivo; raia 4- amostra 119 negativa; raia 5- amostra
133 negativa; raia 6- amostra 131 negativa; raia 7- amostra 147 negativa;
raia 8- amostra 121 negativa; raia 9- amostra controle positivo stx1; raia 10-
amostra 122 negativa; raia 11- amostra 146 negativa; raia 12- amostra 145
negativa; raia 13- amostra 148 negativa; raia 14- amostra 149 negativa;

raia 15- amostra 134 negativa; raia 16- amostra 156 negativa.



Figura 3. Eletroforese em gel TAE 1,5% de PCR para a detec¢cdo do gene eae de
E.coli isoladas de leite mastitico. Raia 1- marcador de peso molecular
@x174 digerida com Hae llI; raia 2- amostra 172 negativa; raia 3- amostra
173 negativa; raia 4- amostra 110 negativa; raia 5- amostra 186 eae
positivo; raia 6- amostra 184 negativa; raia 7- amostra 192 eae positivo;
raia 8- amostra 190 negativa; raia 9- amostra controle positivo stx1 e stx2;
raia 10- amostra 189 negativa; raia 11- amostra 191 negativa; raia 12-
amostra 187 negativa; raia 13- amostra 185 negativa; raia 14- amostra 181
negativa; raia 15- amostra 122 negativa; raia 16- amostra 199 negativa.



6. DISCUSSAO

A mastite tem sido reconhecida ha muito tempo como a doenca mais
onerosa em fazendas de leite (MILLER et al, 1993). Baseado em estudos
epidemioldgicos, tem sido levantada a hipétese que as vacas leiteiras apresentam
mastite clinica e subclinica por serem infectadas por cepas oportunistas de E. coli
provenientes do seu habitat (fezes) (LIPMAN et al, 1995). Muitos autores defendem
a idéia que bactéria, vaca e fatores ambientais séo interdependentes e influenciam a
susceptibilidade a mastite, sendo que muitos estudos realizados durante a ultima
década, indicaram que a severidade da mastite provocada por E. coli é
principalmente determinada por caracteristicas especificas da vaca e ndo da
patogenicidade das cepas bacterianas (BURVENICH et al, 2003). Neste sentido,
DOGAN et al (2006) analisaram 6 linhagens de E. coli associadas com infecgéo
intramamaria (IMI) e através da técnica de PCR demonstraram a auséncia nestas
linhagens dos genes responsaveis pela codificacdo das fimbrias K99, F1845,
CS31A, toxina termolabel (LT), toxinas termoestaveis (Sta e STb), shiga toxinas tipo
1 e 2 (stx 1 e stx 2), fator citotoxico de necrose 1 e 2 ( cnfl e cnf2), intimina (eae),
fimbria P (pap), fimbria S (sfa), adesao afimbrial | (afa I), hemolisina (hly) e ipaH um
gene tipicamente associado com invasdao celular por E. coli diarréica e
extraintestinal.

Neste estudo; 81,0 % das cepas de E. coli isoladas (187 cepas) pertencem
a sorogrupos classicos de EPEC e entre eles 026, 055, 0111 e 0119 representam
33,0% dos isolados (tabela 1). O isolamento de um grande numero de cepas com 0sS
sorogrupos 0111 e O119 representa um motivo de preocupacdo, pois estes
sorogrupos sao reconhecidos como os sorogrupos EPEC relacionados a diarréia
infantil no Brasil (TOLEDO et al, 1983; CAMPOS et al, 1994). Uma vez que cepas

de sorogrupos 0111 e 0119 foram encontradas entre as amostras analisadas de



leite mastitico, isto representa um motivo de preocupacdo pela possibilidade de
transmissao destas cepas para humanos, uma vez que é pratica comum no campo
0 consumo de leite in natura ou a utilizagdo deste leite para elaboracédo de queijos
(ARAUJO et al, 2002), assim como é possivel & recuperacdo destas cepas devido a
uma elaboracdo defeituosa do leite pasteurizado, ou a sua contaminacdo apos o
processo de pasteurizacdo (CARNEIRO et al, 2006). Estes mesmos sorogrupos
também estdo envolvidos com diarréia infantii na Europa (WOLF, 1997), e o
sorogrupo O111 também foi isolado em pacientes com sindrome urémica hemolitica
(SCHMIDT & KARCH, 1996).

Das 279 cepas de E. coli investigadas por LINTON & HOWE (1979), 217
cepas (77,1%) tiveram o seu sorogrupo O identificado, 67 diferentes sorogrupos O
foram identificados. Isto indica que as cepas de E. coli isoladas de mastite bovina
nao pertencem a um numero limitado de linhagens patogénicas. Muitos outros
autores também descreveram o isolamento de um grande numero de sorogrupos
distintos entre as cepas de E. coli isoladas de mastite bovina (WELLS et al, 1991;
WILSON et al, 1992; WIELER et al, 1996). Entretanto, de maneira geral os
sorogrupos geralmente associados a mastite bovina O5, 08, 020, 076, 0113,
0118, 0145 e 0146 sao sorogrupos isolados de gado os quais sdo diferentes dos
sorogrupos mais isolados na espécie humana, embora algumas vezes o0s
sorogrupos 026 e O111 associados a doencas em humanos também foram isolados
em gado saudavel e diarréico (HOLLAND et al, 1999, CORREA & MARIN, 2002,
GAMEZ et al, 2006).

A prevaléncia e a extensao da resisténcia a agentes antimicrobianos em
uma populacéo estédo fortemente correlacionadas com o uso de antibiéticos e com a
selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes as quais estdo muito aumentadas
devido a presséao seletiva exercida pelo antibiético. Como uma consequéncia desta
relagdo, a resisténcia € mais comum em locais onde ocorre um uso mais amplo de
antibioticos. Assim, fazendas de criagdo intensiva de animais representam um
grande reservatorio de bactérias contendo genes de resisténcia a antibibticos
(MURRAY, 1992). Neste caso a resisténcia € selecionada e perpetuada, nao
somente pelo uso regular de antibidticos com fins terapéuticos, mas também pelo

acréscimo de antimicrobianos como fator de crescimento para 0s animais, pouco



comum em bovinos (Van den BOGAARD et al, 2000; TEUBER, 2001). Nesta
situacdo 0s microrganismos resistentes sdo facilmente disseminados dentro das
fazendas através das fezes, promovendo contaminacdo da agua utilizada pelos
animais ou do meio ambiente. A preocupacdo € que bactérias portando genes de
resisténcia a antimicrobianos, patogénicas ou nao patogénicas para 0S seres
humanos, sejam selecionadas na microbiota intestinal dos animais e que
contaminem os alimentos de origem animal e transfiram sua resisténcia para outras
bactérias da mesma espécie ou ndo no intestino humano (DONNELY et al., 1996;
BYMATER et al., 2004). Ja existem fortes evidéncias de que resisténcias
encontradas em bactérias isoladas dos alimentos representam a fonte potencial de
resisténcia para patégenos humanos (SCHWARTZ, et al., 2001; WISE & SOULSBY,
2002).

Entre as 187 cepas de E. coli testadas foi encontrado um alto indice de
susceptibilidade antimicrobiana apenas para amoxicilina + &cido clavulanico
(85,7%), ceftriaxona (82,2%) e cotrimoxazol (68,8%).

ZHAO et al (2001) examinaram 50 cepas de E. coli produtoras de shiga
toxina (STEC) sendo 29 cepas O157 e 21 cepas ndo O157 e encontraram um alto
indice de resisténcia para ampicilina, tetraciclina e estreptomicina o que coincide
com o presente trabalho (Tabela 2). Esses antimicrobianos tradicionalmente
apresentam altos niveis de resisténcia em E.coli isolada de bovino (BERGE et al.,
2003; GUERRA, et al., 2003; LEHTOLAINEN et al., 2003). Também descreveram
gue 78,0% das cepas isoladas exibiam resisténcias a dois ou mais agentes
antimicrobianos, sendo mais encontrada a resisténcia multipla a estreptomicina,
tetraciclina e sulfametaxazol. Também no presente trabalho foi encontrado um alto
indice de multiresisténcia a dois ou mais antimicrobianos (65,8%), sendo que 11,6%
destas cepas exibiram resisténcia a 4 ou mais antimicrobianos (Figura 1), e
coincidentemente também foram recuperadas muitas cepas apresentando
resisténcia multipla a estreptomicina, tetraciclina e sulfametaxazol (Tabela 3).
PETRI & ANTUNES (1989) trabalharam com alimento de origem animal e
verificaram contaminacdo por E.coli, entre 100 amostras analisadas, sendo que a
resisténcia antimicrobiana foi de 68,75% para ampicilina e 43,75% para a
tetraciclina, e 31,25% das cepas apresentaram multiresisténcia. Isto indica que a



comida de origem animal pode tornar-se veiculo potencial de linhagens patogénicas
de E.coli para o homem.

SCHROEDER et al., (2002) isolaram 133 cepas de E.coli de gado e
encontraram a maior resisténcia para a tetraciclina (20%), e também observaram
multiresisténcia, envolvendo a combinacédo de dois antimicrobianos, semelhante ao
gue foi encontrado neste trabalho.

Na Europa € possivel encontrar duas situagfes distintas, paises que ndo
exercem um rigido controle sobre o comércio de antimicrobianos como a Espanha e
paises com um rigido controle como Suécia e Dinamarca. ORDEN et al (2000)
examinaram 195 cepas de E. coli provenientes de vacas diarréicas na Espanha e
também verificaram um alto nivel de resisténcia a ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina e trimetropim, o que coincide com o presente trabalho (Tabela 2) e
também descreveram um alto indice de cepas multiresistentes (76,9%). Neste
trabalho 67,7% das cepas foram resistentes a 4 ou mais antimicrobianos (Figura 1).
Por outro lado LANZ et al (2003) examinaram na Suécia 581 cepas de E. coli frente
a 16 drogas antimicrobianas e encontraram niveis discretos de resisténcia a
ampicilina (21,0%), estreptomicina (22,0%) e tetraciclina (20,0%) e total
susceptibilidade aos demais agentes testados, sendo que em torno de 80,0% das
cepas analisadas apresentavam susceptibilidade a todos os agentes testados.

No Brasil LANGONI et al (2000) descreveram discretos niveis de resisténcia
para tetraciclina (13,0%) e ampicilina (12,0%) entre as cepas de E. coli examinadas
provenientes de mastite bovina, enquanto que AMARAL et al (1996) descreveram
também para cepas provenientes de mastite bovina indices de resisténcia de 92,9%
para a ampicilina e 71,4% para a tetraciclina. Neste sentido, os dados obtidos neste
trabalho estdo mais proximos daqueles descritos por BAPTISTA & MARIN (2006)
para cepas de E. coli isoladas de vacas, diarréicas e mastiticas que apresentaram
nivel intermediario entre os valores acima citados.

WHITE et al. (2002), demonstraram que o nivel de resisténcia em cepas
patogénicas estd aumentado. Os primeiros isolados clinicos de O157:H7 eram
sensiveis a muitos antimicrobianos e a resisténcia a antibioticos era incomum nestes
isolados. Em 1988, RATNAM et al. verificaram que apenas 2,9% de 174 cepas de
E.coli 0157 examinadas eram resistentes a um antimicrobiano. MENG et al. (1998),



descreveram que 24,0% das 125 cepas de E.coli O157 isoladas de animais,
alimentos e humanos apresentaram resisténcia a no minimo um antibiético e 19,0%
eram resistentes a trés ou mais antimicrobianos. Uma vez que antimicrobianos néao
séo utilizados para o tratamento de infec¢cdo por O157 em humanos, pode-se supor
gue o aumento desta resisténcia pode ser devido ao uso de antimicrobianos no
gado, o qual é considerado um reservatorio natural para a 0157 (WHITE, et al.,
2002).

Embora o nivel de resisténcia aos antimicrobianos possa refletir o uso
destes agentes na prevencdo ou tratamento da mastite bovina, alguns autores
defendem a hipdtese que existe uma auséncia de evidéncias concretas que 0 uso
destes agentes tem resultado no aumento de resisténcia a estes agentes
antimicrobianos (HILLERTON & BERY, 2005). Em estudos realizados nos Estados
Unidos, ndo existem indicacfes de um aumento de resisténcia aos agentes que séo
comumente utilizados no tratamento de mastites no gado leiteiro (ERSKINE et al,
2001; MAKOVEC & RUEGG, 2003). Na Suica néo foi detectado aumento no nivel
de resisténcia dos patdgenos responsaveis por mastite bovina nos ultimos 20 anos
(CORTI et al, 2003 in ROESCH et al, 2006), assim existem pontos de vista
diferentes sobre o mesmo tema. Um maior controle e acesso aos dados
relacionados a resisténcia a agentes antimicrobianos apresentada pelos patégenos
responsaveis pelas mastites bovinas se fazem necesséarios em relacdo ao Brasil
para que possamos assumir uma das hipoteses apresentadas anteriormente.

O gado tem sido descrito como o principal reservatério de cepas de STEC
incluindo o sorotipo 0157:H7 (PATON & PATON, 1998). Entretanto, mais de 200
sorotipos diferentes de STEC séo isolados do gado, sendo alguns sorotipos isolados
mais frequentemente do que outros (BEUTIN et al.,, 2004, CAPRIOLI et al., 2005).
No Brasil, existem poucos estudos sobre o isolamento e as caracteristicas de STEC
no gado (CERQUEIRA et al., 1999; SALVADORI et al, 2003; LEOMIL et al., 2003;
IRINO et al., 2005), sendo a maioria para gado saudavel e diarréico. LIRA et al.
(2004) isolaram cepas de STEC de leite mastitico, e encontraram 0 gene stx em
12,08% das amostras, sendo 22,7% para stx1 e 45,5% stx2. No presente estudo, a
detecgdo do gene stx foi em 12,3% das cepas de E.coli, distribuidas em 40% e 60%

para stx1 e stx2, respectivamente, com a predominancia do gene stx2 em ambos os



estudos. Este estudo coincide com o trabalho de HORNITZKY et al. (2002) na
Australia, ZSCHOCK et al. (2000) na Alemanha e IRINO et al. (2005) no Brasil.

205 amostras de E.coli de bezerros diarréicos foram examinadas quanto a
presenca do gene stx1 e stx2. O gene stx1 foi detectado em 9,7% e o stx2 em 6,3%
(SALVADORI et al.,, 2003). IRINO et al. (2005), isolaram amostras de E.coli e
detectaram o gene stx1 e stx2 em 56.4% das cepas e apenas o stx2 em 40.6% dos
isolados. Também observaram a presenca do gene eae apenas em dois isolados.

Em 2003, LEOMIL et al., isolaram 344 amostras de E.coli provenientes de
gado diarréico e nao diarréico, e detectaram o gene stx1l em 12 isolados, stx2 em 4

e ambos os genes em 8 cepas.

O gene eae é responsavel pelas lesdes attaching - effacing, semelhante a
lesdo produzida pela EPEC (GANNON et al., 1993). Neste estudo, 0 gene eae nao
foi detectado nas cepas de STEC isoladas. A baixa prevaléncia de STEC eae
positivo tem sido descrito em varios trabalhos (BEUTIN et al., 1993; ZSCHOK et al.,
2000; IRINO et al.; 2005). Entretanto, neste estudo uma pequena porcentagem de
cepas de E.coli (1,0%) foram eae positivo. Este trabalho ndo coincide com LEOMIL
et al. (2003), onde o0 gene eae foi detectado em 41.6% das cepas de E.coli isoladas.
ORDEN et al. (1998), investigaram 43 amostras de STEC de varios sorogrupos e
encontraram 69,8% de amostras stx1 positivo e 20,9% de stx2 positivo.

COBBOLD et al. (2000), isolaram E.coli de bovinos as quais apresentaram
stx positivo em 7% das vacas produtoras de leite e 12,7% dos bezerros e
relacionaram a presenca de VTEC nas cepas de E.coli a vérios fatores
predisponentes como o habitat, alimentacdo, sistema, imunologico deprimido,
estresse, dieta, particularidades do leite, trato gastrintestinal, entre outros,
relacionados ao gado bovino.

Em 2002, SCHROEDER et al., isolaram cepas de E.coli de animais e
humanos e as amostras de vaca apresentaram maior resisténcia antimicrobiana
para a estreptomicina (50%) e para a tetraciclina (47%). Entre todas as amostras
isoladas, foi demonstrada presenca de STEC em 26% das cepas, sendo 89% de stx
1 e 2% stx 2, diferente deste trabalho, onde a presenca de stx 1 e stx 2 foram de
3,46% e 5,20%, respectivamente. Comparando as cepas provenientes de gado com

presenca de stx e outras classes de E.coli, respectivamente, os autores puderam



concluir que ha similaridade de resisténcia antimicrobiana em relacéo a quase todos
0s antimicrobianos testados, com excecdao da ampicilina (26% - 8%), cefalotina
(14% - 3%). Eles concluiram que quando existe uma infeccdo bacteriana nos
bovinos, a escolha do uso de um antimicrobiano ndo depende do tipo de bactéria
gue esta presente. Sendo assim, a resisténcia antimicrobiana de VTEC quando
comparada a outras classes de E.coli mostrou-se similar as cepas comensais.

MOREIRA et al. (2003), investigaram a producédo de stx 1127 cepas de
E.coli isoladas de 243 vacas leiteiras mantidas em 60 pequenas propriedades.
Cepas STEC foram encontradas em 95% das fazendas e em 49% dos animais
pesquisados.

BAPTISTA & MARIN (2006) isolaram 150 cepas de E.coli provenientes de
vacas mastiticas, sadias e bezerros diarréicos, e observaram a presencga de stx 2
em todos os tipos de gado analisados, sendo 5 cepas de vacas com mastite. Mas
nao foi encontrada nenhuma cepa stx 1 positivo.

O estudo das infec¢des por STEC, com fins clinicos e epidemiolégicos, tem
hoje grande relevancia, sobretudo em paises em desenvolvimento, onde as
condicbes de saneamento ambiental ndo sdo boas e controle de qualidade

microbioldgica dos alimentos nao é rigoroso (REYES et al., 2004).



7. CONCLUSOES

1. No presente estudo foi detectado a presenca Escherichia coli em 7,6% das
amostras de leite mastitico.

2. As cepas de E.coli isoladas apresentaram um alto nivel de resisténcia aos
antimicrobianos testados. Também apresentaram um elevado numero de
multiresisténcia.

3. Entre as cepas de E.coli analisadas foi detectado os sorogrupos 0111 e
0119 que sdo importantes patdégenos para 0s seres humanos, estando associados
a diarréia infantil no Brasil.

4. Os genes stx1, stx2 e eae foram detectados em 22 cepas de E.coli isoladas
de leite mastitico, sendo 8 (3.4%) cepas stx1 positivo, 12 (5.2%) stx2 positivo e 2

(0.8%) cepas eae positivo.
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