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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.
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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



454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486

21

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.
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2. OBJETIVO

Caracterizar molecularmente isolados de Escherichia coli obtidos de leite de
vacas com mastite clinica, investigar padrdes de aderéncia, resisténcia aos

antimicrobianos, producdo de biofilme e o possivel papel zoonotico desses isolados.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. Propriedades e coletas das amostras de leite

Foram amostrados quatro rebanhos leiteiros no interior do Estado de S&o Paulo
(propriedades proximas a Sao Pedro, Araras, Sao Carlos, Sdo Manuel e Mococa) e mais
seis, no interior de Minas Gerais (propriedades préximas a Machado, Trés Coragdes,
Pocos de Caldas e regido). Estes rebanhos possuiam em comum 0s seguintes critérios de
inclusdo:

1. Programas de controle de mastite (com registros de dados em softwares de
gerenciamento);

2. Contagem de células somaticas (CCS) < 400.000 cs/mL (valor adotado para
celularidade de vacas pela IN 62);

3. Ragas holandesas de alta producdo > 20 litros/vaca/dia, com no minimo de
200 vacas em lactacdo, em regime de ordenha mecéanica.

A diversidade de rebanhos e animais possibilita maior diversidade genotipica
das E. coli e na comparacdo dos fatores de viruléncia dos isolados dentro e entre o0s
rebanhos estudados.

A mastite clinica foi diagnosticada com base nas alteragdes macroscopicas do
leite na prova da caneca telada de fundo escuro, na presenca de sinais clinicos da
inflamacdo da glandula mamaéria e/ou sinais sistémicos nos animais (RADOSTITIS et
al., 2007). A coleta foi realizada em frascos de vidros estéreis, apos a antissepsia dos
oOstios dos tetos com &lcool iodado a 3%, sendo encaminhados sob refrigeracdo (4 a
8°C) ao laboratério para processamento no mesmo dia. Essas coletas foram realizadas
pela equipe do Professor Titular Hélio Langoni, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP/Botucatu, dentro do projeto Tematico (FAPESP 2015/19688-8):
E. coli, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp: Impacto dos fatores de viruléncia na
mastite bovina e reflexos na satde publica, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia/UNESP/Botucatu (N °0136/2017).
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3.2. Isolamento e identificacdo de E. coli

Apos incubagdo das amostras de leite em &gar sangue desfibrinado de carneiro
(5%) e em agar MacConkey, ambas as placas a 37°C/24h, as coldnias caracteristicas
foram identificadas utilizando-se os teste de EPM, MILi e citrato (EPM: producéo
gas/glicose, produgdo de acido sulfidrico, hidrdlise da uréia e desaminacdo do L-
triptofano; MILi: motilidade, producéo de indol e descarboxilagdo da lisina e citrato de
Simmons) (TRABULSI et al., 2005).

O cultivo e identificacdo dos micro-organismos de todas as amostras de leite
foram realizados nos seguintes laboratérios: Ndcleo de Pesquisas em Mastites
(NUPEMAS), da FMVZ-UNESP, Botucatu-SP; Laboratorio de diagnostico
microbioldgico da FMVZ-UNESP, Botucatu-SP; Laboratério de Pesquisa em mastite
FMVZ-UNESP, Botucatu-SP e Laboratério de Sanidade Animal de Bauru (LASAB) da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios — APTA/SAA, Bauru-SP, sob a
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no projeto.

3.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Escherichia coli

3.3.1. Extracdo do DNA
Uma col6nia reisolada em &agar MacConkey foi inserida em um tubo de

microcentrifuga contendo 200 pl de &gua ultrapura estéril e submetido a fervura por 10
minutos e, posteriormente, a centrifuga de 10000 rpm por um minuto. O sobrenadante
foi coletado e transferido para outro tubo que foi utilizado para as reacdes em cadeia da
polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction).

3.3.2. Identificacdo de genes associados a patogenicidade

Foram investigados os genes comumente associados & DEC e EXPEC (Tabela 1
e 2 respectivamente). Para cada reagao foi utilizado 7,5 ul de GoTaq Green Master Mix
(Promega, USA), 5,5 ul de H,O livre de nucleases (incluso no GoTaq Green Master
Mix) 0,34 uM de cada iniciador e 1 pul do DNA molde. Apds a reagdo, 8 pl foi colocado
nos pocos de um gel de agarose preparado com TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X e corado
por SYBR Safe (Invitrogen). Foi realizada eletroforese nas seguintes condic@es: tensdo

= 80V, corrente = 400mA e tempo de corrida = 40 minutos. O resultado foi capturado
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para analise através de um transiluminador ultravioleta UVCI-1200 e SmartView Pro
Imager System 1200 (Major Science).

As cepas E. coli 042 (aaiA+, aaiC+, aaiG+, irp2+, astA+), EDL933 (iha+),
C1845 (sat+), RS218 (sfaDE+, vat+, iroN+, ibe10+, ompT+, traT+), J96 (fimA+, fimH+,
papA+, papC+, hlyA+, cnfl+, KpsMTII+), A30 (ecpA+, afaBC+), V27 (ireA+), 1551-2
(cdt+), EC40 (sitA+) e Shigella flexneri SA101 (iucD+) foram utilizadas como controle
positivo enquanto a E. coli laboratorial C600 (afaBC-, traT-, cdt-, astA-), J53 (sfaDE-,
iha-, papA-, papC-, hlyA-, cnfl-, sat-, vat-, irp2-, iucD-, ireA-, sitA-, ibel0-, KpsMTII-),
A30 (iroN-), 042 (ompT-), Klebsiella pneumoniae CF504 (fimH-) e Shigella flexneri
SA101 (ecpA-) foram usadas como controle negativo na pesquisa das EXPEC. Para o0s
genes de DEC foram utilizadas como controles positivos E. coli diarreiogénica EPEC-
E2348/69 (escN+, bfpA+), EHEC-EDL933 (stx1+, stx2+, ehxA+), ETEC-H10407 (est+),
EIEC-EDL1284 (ipaH+), EAEC-042 (aatA+, aggR+), STEC-C1845 (daaE+) e E. coli
laboratorial C600 como controle negativo para todas as reagdes.

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

(continua).
Genes Sequéncia dos iniciadores (5 — 3”) Referéncia

escN CGACGACTATTGCAGCGT HERNANDES et al.
GCCTTATCTGCTTCAGGA (2013)

bfpA CAATGGTGCTTGCGCTTGCT GUNZBURG et al.
GCCGCTTTATCCAACCTGGT (1995)

stx1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC PATON e PATON
AGAACGCCCACTGAGATCATC (1998a)

stx2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC PATON e PATON
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG (1998a)

est ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT ARANDA et al.

CACCCGGTACARGCAGGATT (2007)

ipaH ~ GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC ~ TOMA et al. (2003)
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
aggR GTATACACAAAAGAAGGAAGC TOMA et al. (2003)
ACAGAATCGTCAGCATCAGC
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680  Tabela 1. Genes de viruléncia e sequéncias dos iniciadores empregados nas reacoes de
681  PCR para a pesquisa de fatores de viruléncia em E. coli diarreiogénicas (continuacéo).

aatA CTGGCGAAAGACTGTATCAT SCHMIDT et al.
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT (1995a)
ItA GGCGACAGATTATACCGTGC SCHULTSZ et al.
CCGAATTCTGTTATATATGTC (1994)
daaE CACTGTGGGCTCCGCGCAAGC CAMPOS et al.
CGGTGAGGTTCAGTGTGTAT (1999)
ehxA GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG TOMA et al., (2004)
TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA
aaiA CCCACGAGTACAGATAACG ANDRADE et al. (2014)
GTTTCAGGATTGCCATTAG
aaiC ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG Adaptado de LIMA et al.
GACACCCCTGATAAACAAC (2013)
aaiG GGGAGTGTTTCAGTCTGGAC Adaptado de ANDRADE
TTATCGGTGATAAGACTACCACTT etal. (2014)
astA CCATCAACACAGTATATCCGA SAVARINO et al. (1993)
GGTCGCGAGTGACGGCTTTG

682

683  Tabela 2. Genes de viruléncia e sequéncias dos iniciadores usados na pesquisa de
684  fatores de viruléncia em E. coli extraintestinal (EXPEC) (continua).

Genes Sequéncia dos iniciadores (5° — 3°)

Referéncia

Adesinas
sfaDE CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC

fimH TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
iha CAGGTCGGGGTTACCAAGT
CAAATGGCTCTCTTCCGTCAATGC
ecpA GCAACAGCCAAAAAAGACACC
CCAGGTCGCGTCGAACT
papA ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG

CGTCCCACCATACGTGCTCTTC

LE BOUGUENEC et
al. (1992)
JOHNSON e STELL
(2000)
SZALO et al. (2002)

HERNANDES et al.
(2011)
JOHNSON E STELL
(2000)

685
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686  Tabela 2. Genes de viruléncia e sequéncia dos iniciadores usados na pesquisa de fatores de

687  viruléncia em E. coli extraintestinal (EXPEC) (continuagdo).

papC

afaBC

GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC

CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG

LE BOUGUENEC etal.
(1992)

LE BOUGUENEC et al.
(1992)

Toxinas
hlyA

sat

vat

cnfl

cdt

AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
TGCTGGCTCTGGAGGAAC
TTGAACATTCAGAGTACCGGG
AACGGTTGGTGGCAACAATCC
AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA
AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG

CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT

GAAARTAAATGGAAYAYAMATGTCCG

AATCWCCWRSAATCATCCAGTTA

JOHNSON e STELL
(2000)
EWERS et al. (2007)
BOISEN et al. (2009)

YAMAMOTO et al. (1995)

TENNANT et al. (2009)

Sideréforos
iroN

irp2

iucD

ireA

SitA

AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
GACGCCGACATTAAGACGCAG
AAGGATTCGCTGTTACCGGAC

TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA
CCATCCGATGTCAGTTTTCTG
ATTGCCGTGATGTGTTCTGC
CACGGATCACTTCAATGCGT
AGGGGGCACAACTGATTCTCG
TACCGGGCCGTTTTCTGTGC

JOHNSON et al. (2000a)

CZECZULIN et al. (1999)

DEZFULIAN et al. (2003)

EWERS et al. (2007)

RODRIGUEZ-SIEK et al.
(2005)

Invasina
ibe10

AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

JOHNSON e STELL
(2000)

Protactinas
traT

kpsMTII

ompT

GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
GCGCATTTGCTGATACTGTTG

CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC
CCCGGGTCATAGTGTTCATC

JOHNSON e STELL
(2000)
JOHNSON e STELL
(2000)
JOHNSON et al. (2000b)

688
689
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3.3.3. Identificacdo de grupo filogenético

As amostras foram testadas em PCR quadruplex com os primers para arpA,
chuA, yjaA e TspE4.C2, segundo o preconizado por Clermont e colaboradores (2013).
Para a confirmacdo de grupos A ou C em caso de sobreposicdo, foram utilizados os
primers para TrpAgpC, para confirmacdo do grupo C e TrpBA como controle interno
da reagdo. Para sobreposicdo de grupos D e E, foi utilizado os primers para ArpAgpE e
TrpBA. As condicdes do termociclador utilizadas foram: desnaturacdo a 95°C por 5
minutos; 35 ciclos de 95°C/30 segundos, 59°C/30 segundos para o quadruplex e teste
para confirmacdo do grupo C e 57°C/30 segundos para confirmagdo do grupo E e
72°C/30 segundos; extensdo final de 72°C/7 minutos. Para 0 PCR quadruplex foram
utilizados como controles positivos as cepas padrdo 042 (arpA+ e chuA+) e E2348/69
(chuA+, yjaA+ e TspE4C2+); para a confirmacéao do grupo C E. coli EC51 (TrpAgpC+)
e C600 como controle negativo e para o grupo E E. coli EDL933 (ArpAgpE+) e
E2348/69 como controle negativo.

3.3.4. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)
As amostras foram semeadas em agar tripticase de soja (TSA, Oxoid) e

incubadas overnight, a 35°C. No dia seguinte, foram diluidas até a escala 5 de
MacFarland (15*10° células/ml) em tamp&o de suspensdo celular (10ml de Tris 1M e
20ml de EDTA 0,5M pH 8,0 mais 100 ml de &gua ultrapura). A confirmacdo do nimero
de células foi feita em espectofotdmetro com a leitura a 610 nm, esperando obter
absorbancia entre 0,8 e 1. A agarose para confeccdo dos plugues foi preparada
utilizando agarose ultra-pura (Pulsed Field Certified Agarose - Bio-Rad) a 1,2% diluida
em tampdo Tris-EDTA (TE). Aliquotas de 200 ul das solucdes contendo as amostras
com a absorbancia ja ajustada foram transferidos para tubos de microcentrifuga de 1,5
ml. A seguir, acrescentou-se 10 pl de proteinase K (20mg/ml) ¢ 5 ul de lisozima em
cada tubo e o contetudo foi homogeneizado no vortex. Entdo 200 pl da agarose 1,2%
foram adicionados a cada tubo e esta solugédo foi utilizada para preencher os pocos da
régua de confeccéo de plugues.

Apos solidificagdo, os plugues foram inseridos em tubos falcon contendo 5 ml
de tampao de lise (Tris 50mM, EDTA 50mM, pH 8,0 + 1% de sarcosil + 0,1mg/mL
Proteinase K) e incubados a 54°C por duas horas com agitacdo constante (120 rpm).
Terminado este tempo, os plugues foram levados com agua ultrapura e retornados a

incubagdo agora a 50°C por 15 minutos duas vezes e, em seguida, 0 mesmo
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procedimento de incubacdo e foram realizadas quatro lavagens, utilizando TE ao invés
da agua ultrapura.

Uma fatia de, aproximadamente, 2 mm foi cortada de cada plugue e inserida
em tubos de microcentrifuga contendo 42 ul de &gua livre de nuclease e 5 mg da enzima
de restricdo Xbal a 20 mg/ml em conjunto com 3 ml do buffer 10X, utilizando
recomendacfes do fabricante (Thermo Fischer e SibEnzyme). Estes tubos foram
incubados a 37°C por 18 horas.

Para a preparagdo do gel, as fatias cortadas foram colocadas em um pente até
secarem e aderirem e entdo foi despejado agarose ultra-pura 1% em TBE 0,5X no
molde. Ap6s a solidificacdo, o gel foi levado a cuba do sistema Chef Mapper (Bio-Rad)
e a corrida foi realizada nas seguintes condigdes: pulso inicial de 6,76 segundos; pulso
final de 35,38 segundos; tensdo de 6V/cm; angulo de 120°; tempo de 18 horas
(PulseNet, CDC, 2017).

Ao término da corrida, os géis foram corados em solugcdo de 300 ml de TBE
0,5X com 30 pl de brometo de etidio 1% (Sigma) por uma hora em agitacdo seguido de
lavagem com &gua destilada por 30 minutos. O resultado foi obtido em transiluminador
ultravioleta UVCI-1200 e SmartView Pro Imager System 1200 (Major Science) e
analisados utilizando o software Bionumerics (versdo 7.6), para determinar a
similaridade entre os isolados. Como padréo de peso molecular, foi utilizado fragmentos
de DNA da Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Braenderup H9812 (ATCC®
BAAGB64TM).

3.4. Teste de adesao

3.4.1. Teste com Giemsa

Os dois isolados classificados como EPEC e os quatro possiveis EAEC foram
submetidos ao teste de adesdo in vitro de células Hela para diagnostico de seu padrdo
de adesdo segundo o proposto por Cravioto e colaboradores (1979) com adaptacOes. As
células HelLa foram mantidas em garrafas de cultivo contendo Dulbecco‘s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Sigma) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Sigma) e 1 % do antibidtico PenStrep (10.000 U penicilina + 10mg estreptomicina/ml)
(Sigma). As garrafas foram mantidas em estufa de 37°C com atmosfera de 5% de CO..

Para a montagem da placa para o teste, foi utilizada uma placa de 24 pocos

com laminulas de vidro previamente autoclavadas. O meio da garrafa foi desprezado,
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seguido de lavagem com 1 ml de tripsina para a remocéao de células mortas e residuos.
Ap0s o descarte dessa tripsina, foi adicionada nova aliquota (1 mL) dessa substancia e a
garrafa foi levada a estufa por 2 minutos. Apds isso, as células foram soltas da garrafa
por impacto mecénico. O volume da garrafa foi completado com 4 ml de DMEM + SFB
e PenStrep e 10 pl deste contetido foi colocado em camera de Neubauer para contagem
do nimero de células. Foi calculada a média do nimero de células dos quatro quartos
da camara, a partir da qual foram realizados os calculos para a utilizacdo dessas células
em concentracéo de 10°/mL. A seguir, 1 ml foi distribuido em cada poco e a placa foi
incubada por 48 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,.

Apo6s esse periodo, foi conferido se os tapetes atingiram estagio de
semiconfluéncia de 70 a 90%. O meio foi retirado por bomba de vacuo e lavados duas
vezes com tampdo fosfato (PBS, Phosphate buffered saline). A seguir, 1 ml de meio
contendo DMEN + 2% de D-manose e 2% SFB foram adicionados em cada pocgo.

Em cada pogo devidamente sinalizado, foram aliquotados 20 ul das amostras
em teste e do controle JPN15, previamente crescidos em caldo Luria-Bertani (LB)
(37°C/24h). A placa foi incubada a 37°C, em estufa de 5% de CO, e ap0s trés horas, foi
realizada uma lavagem com PBS, acrescentando-se mais 1 mL do mesmo meio. Além
disso, neste momento foram semeados os controles 042, C1845, E2348/69 e HB101. A
placa foi levada a estufa novamente, sob as mesmas condicOes de incubagdo A seguir,
0s pocos foram lavados seis vezes com PBS e fixados com metanol por 18 horas.

Pouco antes do término desse periodo, foram preparados os corantes May-
Grinwald (MG) (coloracdo de células eucarioticas) e Giemsa (coloracdo de células
bacterianas). Para 0 MG, foi preparada uma solucdo na propor¢do 2:1:1 (corante, agua
Mili-Q: tampdo de Sorensen). Para o Giemsa, a proporcao foi 1:1:1, utilizando-se os
mesmos regentes. O volume total de cada solucédo foi calculado a partir do ndmero de
pocos da placa. Cada preparacéo foi filtrada com papel de filtro e colocadas em tubos
falcon.

Apos as 18 horas de incubacéo para fixacdo, o metanol foi retirado € 500 ul do
filtrado de MG foram inseridos em cada poco por 5 minutos. O corante foi descartado e
500 pl de Giemsa foram adicionados em cada pogo por 20 minutos. Em seguida, esse
volume foi descartado e a placa lavada com &gua corrente até a remocdo do excesso de
corante.

As laminulas foram removidas da placa com o auxilio de uma pinga e uma

agulha e deixadas para secar por 30 a 60 minutos. Apds, as laminulas foram coladas nas
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laminas com o auxilio de esmalte incolor e visualizadas em microscopio 6ptico de luz

com aumento de 1000 vezes, com o auxilio de 6leo de imerséo.

3.4.2 Teste de coloracdo fluorescente da actina (Fluorescent actin staining — FAS)

A placa de 24 pocos utilizada foi preparada conforme descrito no item 3.4.1.
Em cada pogo foram aliquotados 20 pl das amostras em teste, previamente crescidas em
caldo Luria-Bertani (LB, a 37°C/24h. A placa foi incubada a 37°C, em estufa de 5% de
CO; e ap0s trés horas, foi realizada uma lavagem com PBS, acrescentando-se mais 1
mL do mesmo meio e 20 pl dos controles E2348/69 ¢ 042 em seus devidos pogos. A
placa foi incubada novamente por trés horas, os pogos foram lavados seis vezes com
PBS e fixados com formaldeido por 18 horas.

A seguir, o formaldeido foi removido, a placa foi lavada trés vezes com PBS e
foi acrescido 1 ml de Triton X100 a 1% em cada pogo. Ap6s cinco minutos, a placa foi
lavada novamente com PBS duas vezes e foram adicionados 200 pl de solug¢do contendo
PBS, faloidina (1:125) e DAPI (1:500). A placa foi armazenada em local com auséncia
de luz por 20 minutos. Finalmente, foram adicionados 300 ul de PBS e a placa foi
lavada logo em seguida trés vezes com PBS e foram retiradas as laminulas, que foram
coladas em laminas utilizando glicerol (9:1) e o resultado foi observado em microscopio

de fluorescéncia.

3.5. Resisténcia aos p-lactamicos

Para o teste de triagem, cada isolado de E. coli foi semeado em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Oxoid) e incubado a 35°C por 6 horas. A seguir, foi realizada
diluicdo em salina (NaCl a 0,9%) até a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10°). Essa
diluicdo foi semeada na superficie do agar Mueller-Hinton (MH, Oxoid), com o auxilio
de um swab estéril.

Apo6s secagem da superficie, foram adicionados os discos de antimicrobianos
de ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg), cefotaxima (30 pg) e ceftriaxona (30 pg) e
cada placa foi incubada a 35+2°C durante 16 a 18 horas para posterior analise dos
didmetros dos halos de inibi¢do para determinacéo da sensibilidade do isolado.

Na ocorréncia de halo menor que o preconizado (Tabela 3) pelo Clinical &

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), a multirresisténcia foi confirmada
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utilizando-se o Teste de Disco Aproximacdo, com o uso do disco amoxa-clavulanato,
como inibidor da ESBL e dos substratos aztreonam, cefotaxima, ceftazidima e
ceftriaxona (eleitos devido a maioria das ESBL ter atividade sobre monobactamicos e
cefalosporinas de terceira e quarta geragoes).

Tabela 3. Tipos de antimicrobianos, suas concentracGes e didmetro dos halos utilizados
como referéncia para verificacdo de resisténcia de E. coli produtoras de ESBL segundo
CLSI 2015.

Antibioticos Concentracdes Diametro dos halos

utilizadas Sensivel Intermediério Resistente
Ceftazidima >21 mm 18 220 mm <17 mm
Ceftriaxona > 23 mm 20222 mm <19 mm
Cefotaxima 0K >26 mm 23a25mm <22 mm
Aztreonam >21 mm 18 a 20 mm <17 mm

Havendo a presenga da distor¢@o de algum halo formando “zona fantasma”, a
amostra deve ser considerada ESBL-positiva. Caso contrario, deve ser considerada

negativa.

3.6 Pesquisa de genes de resisténcia

Para confirmagdo da resisténcia aos beta-lactamicos, os isolados foram
submetidas a PCR, para a pesquisa de alguns genes envolvidos, relacionados na Tabela
4. Isolados que apresentaram o gene blactx-m foram submetidos ao sequenciamento por

Sanger, para classificagdo do grupo CTX-M a qual pertencem.
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845  Tabela 4. Sequéncia de iniciadores utilizados na pesquisa de ESBL.

Primers Sequéncia dos iniciadores Referéncia
blarem ATGAGTATTCAACATTTCCGTG KRUGER et al. (2004)
TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
blagny ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC YAGI et al. (2000)
TTTATGGCGTTACCTTTGACC
blacTx-m TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA EDELSTEIN et al. (2003)
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
blacrx-mz AAATGTGCTGCTCCTTTCGTGAGC GARCIA et al. (2008)
AGGGTTCGTTGCAAGACAAGACTG
blactx-ms GCAAGCGCATTTTTGTTTTT FERNANDES et al.
GACGACTTTCTGCCTTCTGC (2017)
blactx-m1s CACACGTGGAATTTAGGGACT PITOUT et al. (2004)
GCCGTCTAAGGCGATAAACA
blakpc CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG POIREL et al. (2011)
CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
blanpm GGTTTGGCGATCTGGTTTTC POIREL et al. (2011)
CGGAATGGCTCATCACGATC
mcr-1 GGTCAGTCCGTTTGTTC LIU et al. (2016)
CTTGGTCGGTCTGTA
mcr-2 ATGACATCACATCACTCTTGG LIASSINE et al. (2016)
TTACTGGATAAATGCCGCGC

846
847
848  3.7. Producéo de biofilme

849

850 A producdo de biofilme por isolados de E. coli foi quantificada pelo método
851  descrito por Stepanovic et al. (2007), com modificagfes. Os isolados foram repicados
852  em tubos contendo caldo BHI e mantidos a 37°C por 24 horas. A seguir, a turbidez foi
853  ajustada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland (1,5x10® UFC/mL) em tubos com
854  BHI + 0,5% de glicose. A seguir, 200 pL desta suspensdo foram transferidos em
855  quadruplicata para placas de poliestireno de fundo reto contendo 96 pocos, incubadas a
856  37°/24h.
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Em cada placa, foi também adicionado em quadruplicata 200 pL. de BHI +
0,5% de glicose estéril para controle (branco) e a cepa E. coli 042 foi utilizada como
controle positivo. Apds a incubacdo, foram realizadas trés lavagens com PBS para
remocao de células ndo aderidas e as placas ficaram em temperatura ambiente até secar,
para que os pogos fossem corados com 200ul de cristal violeta 1% por 10 minutos.
Apos este tempo, o corante foi removido e os pogos foram lavados com agua destilada
até remover o excesso de corante. As placas foram secas novamente em temperatura
ambiente e os biofilmes corados foram suspensos com &cido acético glacial 33% e
visualizados em leitor Elisa & 470nm.

Para o célculo do ponto de corte (ODc) entre produtoras e ndo produtoras de
biofilme, foi feita a média das densidades Opticas (OD) do branco e somada ao triplo do
desvio padrdo do branco. A média das densidades Opticas dos isolados foi classificada
de acordo com o preconizado por Yang e colaboradores (2018), classificando cada
isolado como ndo produtor (média da OD de um isolado (ODi) ¢ < ODc); fraco produtor
(ODc < ODi < 2 x ODc); moderado produtor (ODc < 2 x ODi < 4 x ODc); forte
produtor (ODc < 4 x ODi < 8 x ODc); muito forte produtor (ODc < 8 x ODi < 16 x
ODc) e como extremamente forte produtor (ODi > 16 x ODc).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo molecular dos isolados de Escherichia coli

Considerando-se os 161 isolados de E.coli recuperados a partir de leite de
vacas com mastite clinica, somente dois (1,2%) foram considerados DEC por
apresentarem gene caracteristico (escN*), sendo que quatro (2,5%) apresentaram 0s
genes aaiA e aaiC, normalmente associados a EAEC. Dentre os isolados portadores de
genes de DEC, dois (aaiA+ e aaiC+) foram classificados no grupo A, um no grupo Bl e
um no grupo desconhecido e os dois portadores do gene escN, no filogrupo B1l. Os
isolados que apresentaram escN, devido a auséncia do gene codificador de bundle-
forming pili (bfpA) foram classificados como EPEC atipicas e, os demais isolados como
EXPEC. Em relagdo ao grupo filogenético, 85 (52,8%) isolados foram classificados no
grupo B1, 59 (36,6%) no grupo A, oito (4,97%) no grupo E, quatro (2,48%) no C, dois
(1,24%) no B2 e um (0,62%) no D. Dois (1,24%) isolados foram incluidos no grupo
desconhecido. Pela Figura 1, pode-se observar um gel de agarose para deteccdo de
arpA, chuA, yjaA e TspE4.C2.

—

400 —

300 — w— A - -
— Vviad

S . — —
2 SN TSPE4.C2 TR . om—

arp4 — — — — — —

100

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo dos genes arpA (400 pb), chuA
(288 pb), yjaA (211 pb) e TspE4C2 (152 pb) para classificagdo de E. coli isoladas de
leite de vacas com mastite clinica nos grupos filogenéticos. Poco 1: 100 pb DNA ladder;
pogo 2: controle positivo E. coli 042; pogo 3: controle positivo E. coli E2348/69; poco
4: branco; pocos 5-14: amostras.

A Tabela 5 apresenta os genes que codificam fatores de viruléncia entre os 159

isolados de EXPEC, obtidos a partir de leite de vacas com mastite bovina, considerando-
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se 0s grupos filogenéticos, podendo-se observar que o gene fimH foi o mais frequente,
ocorrendo em 99,3% dos isolados.

Dentro do filogrupo B1, os isolados apresentavam de um (fimH) a oito (fimH,
ecpA, hlyA, iroN, irp2, sitA, ompT e traT) genes pesquisados; dentro de A, dois
(fimH/ecpA, fimH/traT, fimH/kpsMTII) a cinco (fimH, ecpA, hlyA, sitA e traT) e um
isolado ndo apresentou fimH; dentro de E, dois (fimH/traT) a oito (fimH, ecpA, iroN,
iucD, sitA, ompT, traT e kpsMTII); dentro de C, um (fimH) a trés (fimH, ecpA e traT);
dentro de B2, seis (fimH, vat, irp2, sitA, ibel0, e ompT) e oito (fimH, hlyA, vat, SitA,
ibel0, ompT, traT e kpsMTII); dentro de D, seis (fimH, ecpA, sitA, ompT, traT e
kpsMTII) e dentre os isolados nédo tipaveis pelo método (CLERMONT et al. 2013),
cinco (fimH, ecpA, hlyA, ompT e traT) e seis (aaiA, aaiC, fimH, irp2, ompT e traT).

Os isolados dos grupos A, B1, C, D, E e ndo tipaveis ndo apresentaram a Unica
invasina pesquisada (ibel0) enquanto os dois isolados de B2 apresentaram. Todos 0s
isolados de B2 apresentaram 0s genes vat, SitA, ibel0 e ompT. O gene iucD esteve

presente exclusivamente em um isolado do grupo E.



917  Tabela 5. Distribuicdo dos genes que codificam fatores de viruléncia em 161 isolados de E.coli obtidos a partir de

918 leite de vacas com mastite clinica, considerando-se os grupos filogenéticos.

Grupo filogenético 919
Gene A Bl B2 C D E Desconhecido Total N (%)
(n=59) (=85 (n=2) (=4 m=1) (=8 (n=2) (n=161)
fimH 58 85 2 4 1 8 2 160 (99,4%)
ecpA 38 59 0 3 1 6 1 108 (67,1%)
hlyA 1 9 1 0 0 0 1 12 (7,5%),
vat 1 0 2 0 0 0 0 3 (1,9%),
cdt 1 0 1 0 0 2 0 3(1,9%),
iroN 0 4 0 0 0 1 0 5(3,1%
irp2 1 11 1 0 0 0 1 14 (8,7%),
iucD 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,6%).
SitA 3 7 2 0 1 1 0 14 (8,7%
ibel0 0 0 2 0 0 0 0 2 (1,2%)
ompT 7 42 2 0 1 6 2 60 (37,3%),
traT 48 65 1 2 1 7 2 126 (78,3%)
kpsMT 11 4 0 1 0 1 1 0 7 (4,4%),
astA 0 7 0 0 0 2 0 9 (5,6%),

41
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4.2.1 Teste de adesao

Dentre as amostras que apresentaram aaiA*/aaiC™, ndo foi observado padréo
de aderéncia em células HelLa (Figura 2A). Considerando-se as duas amostras que
apresentaram escN, o padrdo observado foi o0 “Localizado-like”. (Figura 4B). Nas

Figuras 2B, 3A, 3B e 4A é possivel observar os controles utilizados em cada teste.

Figura 2. EXPEC aaiA*/aaiC", sem padrdo de adesdo definido em células HeLa (A) e
E. coli 042, utilizada como referéncia de padréo agregativo (B).

Figura 3. E. coli C1845 utilizada como referéncia para o padrao difusamente aderente
em células HeLa (A) e E. coli E2348/69 utilizada como referéncia para o padrdo
localizado (B).
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Figura 4. E. coli JPN15 utilizada como referéncia para padrao ‘“Localizada-like”’em
células HelLa (A) e amostra portadora do gene escN apresentando o padrdo “Localizado-
like” (B).

4.2.2 Teste de FAS

Os dois isolados que apresentavam o0 gene escN e que tiveram seu padréo de
adesdo confirmado no teste de adesdo corado por Giemsa foram submetidos ao teste de
FAS (Figuras 5 e 6) para a confirmacédo de seu comportamento de acimulo de actina no
sitio de adeso, caracteristico de EPEC tanto tipicas como atipicas.

Ambos os isolados apresentaram resultado positivo para o acimulo de actina,
caracterizando-o0s como EPEC atipica devido a auséncia do gene bfpA.
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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 acimulo de actina no
sitio de adesédo; (B) E. coli E2348/69, controle positivo, que exibe padrdo de adesao localizado e, por ser uma E. coli enteropatogénica, acumula
actina no sitio de adeséo; (C) e (D) correspondem a dois isolados de E. coli escN™.

Figura 6. Teste de FAS corado com faloidina (evidencia actina acumulada no sitio de adesao). 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™.
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4.3.1 Resisténcia aos B-lactamicos

Apenas um isolado apresentou resisténcia aos quatro antimicrobianos testados.
Um outro apresentou resisténcia intermedidria a cefotaxima, outro a ceftazidima e um
terceiro, ao aztreonam. Na Figura 7, é possivel observar um isolado resistente (A) e um
sensivel (B) aos antimicrobianos testados. Em (C) e (D) pode-se observar o teste
confirmatorio de producdo de ESBL, com a formagdo da zona fantasma, pelos isolados

resistentes.

Figura 7. Antibiograma de Escherichia coli com cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, aztreonam e amoxicilina + acido clavulanico para verificacdo de
producdo de ESBL. Em (A), ha a ilustragdo de um isolado resistente e em (B), um
isolado sensivel. Em (C) esta o resultado do teste confirmat6rio de producéo de
ESBL considerados positivos devido a presenca de distorcdo dos halos — “zona
fantasma”.
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4.3.2 Pesquisa de genes de resisténcia
O gene mais encontrado foi blargm, em sete isolados, seguido de blacrtx-v-15 em
dois e blasyy em um. Dois isolados apresentaram positividade para o primer

inespecifico de blacrx-m que, apds sequenciados, revelaram ser blactx-m-15.

4.4. Producéo de biofilme

Dentre as 161 amostras, 68 (42,2%) foram classificadas como ndo produtoras,
80 (49,7%) como fracas, 11 (6,8%) como moderadas e apenas duas (1,2%) foram fortes
produtoras. A distribuicdo da capacidade de producdo encontrada dentro dos grupos

filogenéticos esta apresentada na Figura 8.
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Figura 8. Producédo de biofilme por isolados de E. coli, causadores de mastite clinica
bovina, considerando-se 0s grupos filogenéticos.

4.5 Pulsed-field Gel Electrophoresis

Os pulsotipos encontrados e o0s agrupamentos por similaridade podem ser
observados no Anexo 1. Para realizar os agrupamentos, o coeficiente minimo de
similaridade utilizado foi de 90%. Ao todo foram encontrados 10 clusters, sendo nove
deles formados por animais distintos e apenas um formado por um caso de infecgdo

cronica. Nao foi encontrado nenhum cluster entre fazendas distintas.
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5. DISCUSSAO

Levando-se em consideracdo o perfil genético encontrado e o padréo de adesdo
em células HelLa observado, dois isolados foram classificados como EPEC atipica
enguanto os demais 159 isolados foram classificados como EXPEC.

Apesar desses isolados ndo serem caracteristicamente diarreiogénicos, em
algum momento podem entrar em contato com cepas que possuam genes para a
patogenicidade humana e incorpora-los ao seu proprio genoma. Da mesma maneira,
essa variabilidade genética pode atuar de maneira inversa, cedendo o gasto energético
necessario para a manutencao dos genes de DEC em favorecimento de outros genes. O
numero de isolados com os genes de DEC foi baixo, porém pode ser interpretado como
alerta ao crescimento da diversidade genética nos rebanhos estudados, indicando que ha
possibilidade de estas cepas ambientais se tornarem cada vez mais patogénicas aos
humanos com o passar do tempo. Com isso, 0 monitoramento em rebanhos auxilia néo
apenas no controle da mastite clinica, como também pode prever futuras zoonoses,
transformando a questdo que anteriormente era exclusivamente de medicina veterinaria
em salide publica.

Em relacdo aos grupos filogenéticos, realizar comparagdes diretas com estudos
prévios foi uma limitac&o, visto que varios trabalhos recentes (OMBARAK et al., 2016;
OLSON et al., 2018; FAZEL et al., 2019) ainda utilizaram a metodologia mais antiga
de CLERMONT e colaboradores (2000) que, devido a limitagBes, permite somente a
identificagdo dos grupos A, B1, B2 e D. Além disso, possuem baixa precisdo para
alguns grupos (CLERMONT et al., 2013), pois tais trabalhos sdo incapazes de
evidenciar a presenca de isolados do tipo C e E, subestimando sua presenca
populacional.

Em 2019, CLERMONT et al. (2019) caracterizaram o filogrupo G. A
verificagdo da presenca deste filogrupo ndo foi necessaria nos isolados deste estudo,
visto que ndo houve presenca de estirpes do grupo F e as do filogrupo B2 apresentaram
0 gene yjaA. Este teste é realizado exclusivamente quando hé isolados do filogrupo F
e/ou quando ha estirpes do filogrupo B2 que apresentam apenas chuA e TspE4.C2. As
estirpes B2 deste estudo apresentaram além de chuA e TspE4.C2, o gene yjaA.
Amostras que ndo foram tipaveis apresentaram positividade para o gene arpA, ndo

havendo necessidade de pesquisar relagdo ao grupo G nestas amostras.
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Apesar da origem comensal dos isolados de E.coli responsaveis por casos de
mastite clinica estar rotineiramente ligada aos filogrupos A e B1 (BLUM e LEITNER,
2013; SAIDANI et al., 2018) e isolados invasivos e causadores de infeccfes extra-
intestinais ao grupo B2 (CLERMONT et al., 2000; DAGA et al., 2019), ndo ha uma
relacdo direta na literatura. Acreditamos que os isolados deste estudo sejam de origem
comensal devido ao ambiente onde os animais eram mantidos e por conta da falta de
genes de viruléncia de grande parte dos isolados. Logo, esta infec¢do poderia ser mais
bem controlada somente com praticas de manejo adequadas (retirada diaria de dejetos,
evitar umidade e matéria organica ambiental da pré e pos-ordenha, pré-dipping, oferecer
alimento na pos-ordenha), reduzindo o risco de contaminacdo (HOGAN e SMITH,
2012).

Apesar dos isolados deste grupo serem classificados como EXPEC por ndo
apresentarem marcadores caracteristicos do grupo DEC, segundo a classificacdo de
Johnson et al. (2003), apenas um isolado seria classificado como ExPEC (iucD" e
kpsMTII™). Isso evidencia que tal método ndo é adequado, a0 menos em casos de
infeccbes causadoras de mastite clinica. Resultados semelhantes foram obtidos por
Guerra et al. (2019) que avaliaram 50 isolados de E. coli de mastite clinica bovina e
somente um isolado seria considerado EXPEC, pela presenca dos genes iucD e
KpsMTII.

O gene fimH, ndo encontrado em apenas um dos isolados deste estudo, codifica
a fimbria do tipo 1, que medeia a adesdo da bactéria a manosideos, permitindo a
colonizacdo de diversas superficies epiteliais. Este gene pode apresentar variagdes, que
podem ser responsaveis por transformar uma cepa comensal em patogénica por permitir
colonizar superficies distintas (SOKURENKO et al., 1998). No Brasil, Fernandes et al.
(2011) observaram esse gene 100 % de seus isolados de mastite clinica bovina.

O gene traT foi o segundo mais encontrado (78,3%) e promove a sintese de
uma proteina expressa na membrana externa, que medeia resisténcia ao soro e confere
resisténcia a fagocitose (MELLATA et al.,, 2003). Entretanto, esse gene ja foi
encontrado em estirpes de E. coli, isoladas de vacas e ovelhas saudaveis (ACIK et al.,
2004)

A adesina fimbrial ecpA pode ser encontrada tanto em isolados comensais
como em patogénicos. Foi inicialmente descoberta em NMECs e atualmente é
conhecida como E. coli common pilus (ECP) (HERNANDES et al., 2011), podendo
influenciar na producéo de biofilme (LEHTI et al., 2010). Apesar disso, uma entre as
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duas fortes produtoras de biofilme encontrada neste trabalho néo apresentou o gene
ecpA sugerindo que, apesar de ser um marcador de viruléncia relacionado a EXPECs, ha
outros genes que devem ser pesquisados para melhor estudar a producéo de biofilmes.

O gene ompT foi encontrado em 37% das amostras e é uma proteina externa de
membrana, capaz de ativar plasminogénio humano, realizar hidrélise de peptidios
antimicrobianos e, em Escherechia coli patogénica de aves (APEC), esta envolvida em
invasdo, adesdo e patogenicidade (HEJAIR et al., 2017). Seu papel no desenvolvimento
de mastite ainda néo é claro.

O gene astA, encontrado em nove (5,59%) isolados, ndo define o grupo de
EAEC, apesar de estar intimamente relacionado. A proteina resultante de sua expressdo
é a enterotoxina termo-estavel 1 de EAEC, comumente encontrada em isolados
causadores de mastite clinica (BLUM e LEITNER, 2013).

A baixa prevaléncia dos genes pesquisados que codificam a producdo de
siderdforos (irp2, sitA e iroN) sugere que a maior parte dos isolados poderiam ter
infectado as vacas durante a lactacdo e ndo durante a seca, visto que na lactagdo, além
da imunossupressdo, as vacas apresentam baixas concentracBes de lactoferrina,
responsavel por sequestrar o ferro necessario para a sobrevivéncia da bactéria (GYLES
e FAIRBROTHER, 2010). A baixa prevaléncia de hlyA, que codifica a-hemolisina,
responsavel por causar hemolise para poder obter ferro de hemécias, reforca esta
hipétese.

Outro importante fator de viruléncia pesquisado foi kpsMTII, gene que codifica
a capsula do grupo Il. As cépsulas, apesar de serem Uteis para evasao do sistema imune,
devido a sua espessura podem encobertar adesinas mais curtas, afetando a aderéncia da
bactéria no hospedeiro e até mesmo suprimindo a expressao de biofilme (SCHEMBRI
et al., 2004). Apesar de ndo estar relacionado diretamente a mastite, sabe-se que a
presenca de kpsMTII pode ser um indicativo de metrite pos-parto (KASSE et al., 2016).

O gene ibel0, que foi encontrado exclusivamente no grupo B2 neste estudo, é
uma invasina inicialmente descrita em estirpe de E.coli que invadiu células endoteliais
microvasculares cerebrais (HUANG et al., 1995), ja tendo sido observado em isolados
de E.coli, que causaram infeccfes em galinhas (KILANI et al., 2017), humanos
(KACZMAREK et al., 2018) e em vacas com metrite (BICALHO et al., 2010). Apesar
de ndo haver trabalhos demonstrando relacéo direta da presenca de ibel0 com mastite,
sabe-se que este gene pode, em conjunto com outros fatores de viruléncia, promover
metrite pds-parto e endometrite (BICALHO et al., 2010).
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Os dois isolados diarreiogénicos ndo apresentaram nenhum dos genes de
resisténcia pesquisados. Entre as EXPECs, o mais encontrado foi o gene blargm em 7
(4,4%) isolados, dos quais cinco eram do filogrupo B1, um do A e um do E. Este gene
codifica B-lactamase de espectro estendido que confere resisténcia as penicilinas e
aminopenicilinas (POIREL et al., 2018). Apesar de ser 0 gene mais encontrado também
em outros estudos, sua prevaléncia foi consideravelmente mais baixa em relagcdo aos
mesmos estudos. Em isolados causadores de mastitie clinica obtidos na China, Yang e
colaboradores (2018) encontraram blarem em 58,7% das E. coli e Yu e colaboradores
(2019), em em 83,1%.

Os isolados que apresentaram blacrx.m1s foram relacionados com sua
resisténcia (de fato ou intermediaria) a ceftazidima e foram os Unicos que apresentaram
resultado positivo no teste de producéo de ESBL. E. coli portadora do gene blactx-m-15 €
mundialmente difundida (PITOUT e LAUPLAND, 2008) e ja foi isolada de vacas com
mastite clinica no Japdo (OHNISHI et al., 2013), Reino Unido (TIMOFTE et al., 2014)
e Turquia (PEHLIVANOGLU et al., 2016). A E. coli 0O25b-ST131 é multirrestente,
sendo portadora do gene blactx-m-15, pertencente ao filogrupo B2 (ROGERS et al.,
2011). Coque et al., (2008) observaram esse gene em cepas de E. coli, classificadas
como ST405 e pertencentes ao filogrupo D. Os isolados do presente estudo séo do
filogrupo A.

O gene blasyy ja foi encontrado em E. coli produtora de ESBL isolada de vacas
com mastite clinica em estudos na China (ALI et al., 2016). Assim como em estudo de
Onanuga e colaboradores (2019), neste estudo foi encontrada relagdo entre presenca de
blacrx-m-15 € producdo de ESBL. Porém, no mesmo trabalho citado, foi encontrada
relacdo entre presenca de blasyy € producdo de ESBL, 0 que ndo ocorreu no presente
estudo, visto que o Unico isolado que apresentou o gene blasyy Ndo mostrou sequer
resisténcia intermediaria aos antimicrobianos testados. Tal diferenca pode ter ocorrido
devido ao estudo de Onanuga e colaboradores ter sido realizado com UPECs.

A auséncia do gene blakpc nos isolados estudados estd de acordo com a
literatura, uma vez que apesar de ser a carbapenemase mais comumente encontrada em
E. coli isolada de humanos em diversos paises (POIREL et al., 2018), ainda ndo foi
encontrada em E. coli isoladas de animais com exce¢do de um isolado obtido a partir de
um cachorro no Brasil, carregando a variante blakpc., (SELLERA et al., 2018).

O gene blaypw ja foi isolado de E. coli causadora de mastite clinica bovina

(GHATAK et al., 2013). O resultado do presente estudo esta de acordo com a literatura
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consultada visto que ndo foram encontrados outros relatos de E. coli causadora de
mastite clinica bovina, portando esse gene.

Em um estudo na China (LIU et al., 2019), mcr-1 foi encontrado em isolados
de E. coli causadora de mastite clinica em conjunto com o gene blacrx-m-15. Em um
estudo na Grécia, Filioussis e colaboradores (2020) encontraram um isolado
multirresistente produtor de ESBL e mcr-1 positivo causador de infeccdo intramamaria
em vaca. Estes foram os Unicos casos encontrados na literatura acessada. Brennan
(2016) relatou a identificagdo de E. coli produtora de mcr-1 obtidas a partir de gado,
porém sem especificar se eram isolados causadores de mastite. Além disso, ndo foram
encontrados relatos de E. coli causadora de mastite bovina portadora do gene mcr-2 na
literatura. Logo, a ndo ocorréncia destes genes no presente estudo corrobora com a
baixa ocorréncia encontrada na literatura.

O grupo de antimicrobianos analisados neste trabalho é pequeno, nao
correspondendo a toda diversidade de drogas utilizada nas fazendas. Dentre as
informacOes cedidas pelos proprietarios, nos tratamentos com antimicrobianos foram
utilizados, principalmente tetraciclina, neomicina, bacitracina, ceftiofur, cefoperazona e
enrofloxacina.

Foi encontrado apenas um cluster nas fazendas 5, 7 e 8. Na fazenda 1, houve
desde infecgBes simultaneas em animais diferentes, causadas pelo mesmo clone (cluster
0007) até infecgdes cronicas num Unico animal (cluster 0002). Casos de mastite clinica
crénica causadas por E. coli sdo incomuns, embora ja relatados (DOPFER et al., 1998;
BRADLEY e GREEN, 2001 ¢ DOGAN et al., 2006). Este tipo de infeccdo esta
relacionado aos mecanismos da bactéria em evadir do sistema imune (DOGAN et al.,
2006). Um destes mecanismos pode ser a producdo de biofilme, o que condiz com o
fato do Unico isolado deste estudo causador da forma cronica da doenca ser um forte
produtor de biofilme.

O resultado do agrupamento em clusters ¢ reforcado pelo resultado dos grupos
filogenéticos, ja que todos os clusters foram formados por isolados do mesmo filogrupo.
Porém, ndo foi encontrada a mesma relacéo para o agrupamento em clusters e producéo
de biofilme.

E. coli causadora de mastite clinica e produtora de biofilme j& foi relatada
anteriormente no Brasil (COSTA et al., 2014). O biofilme proporciona ambientes de
resisténcia, tanto as acbes mecanicas externas quanto aos antimicrobianos. Além disso,

€ um mecanismo de permanéncia no ambiente, com ocasionais destacamentos de células
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que colonizardo outra superficie podendo formar outro biofilme. Mais da metade (57%)
das amostras analisadas se mostraram produtoras de biofilme, o que poderia resultar em
infecces recorrentes pelo mesmo clone.

O fato de terem tantas infec¢bes nas fazendas, em especial na 1, onde foram
encontrados 7 clusters diferentes, evidencia que os trabalhadores destes locais ndo estao
realizando préaticas adequadas de manejo do equipamento para ordenha e cuidados com
a limpeza tanto dos equipamentos como do animal e ambiente. A auséncia de fatores de
viruléncia caracteristicos formando um padrdo para MPECs mostra que a maior parte
das infeccBGes estd ocorrendo por bactérias que persistem no ambiente ao longo do
tempo, pois alguns pulsotipos permaneceram no ambiente por mais de um ano (cluster
003).
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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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1627  ANEXO 1 - Dendograma gerado pela analise de PFGE de 161 Escherichia coli isoladas
1628  de mastite clinica bovina.
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16/9/2017

2018-11-10
2018-07-03
2018-09-03
2018-07-26
2018-02-23
2018-02-20

2018-04-28
28/06/2019
2017-09-11
2018-11-09
2017-12-07
2018-03-11
2018-12-04
2018-05-11
2018-12-04
19/2/2018

2018-11-05
2018-10-10
2018-07-26
27/08/2018
2019-03-18
2018-07-26
2018-09-03
13/1/2019
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0008
0008
0009
0009



1631

150
37
51
36
17
10
1M

29
161

128
167
23
166
125
19
85
o1
105
141
159
33
164
155
147
160
121
151
135

L T = S N e R e T 2 T N L S < S T - BN B N I SR N R

425
3636
1522
3636
1885
3027
1620
2768
3104
4820
3455
3555
Q054 R
1529
1543
1124
3348
3493
5695
3684
3518
2317
3427
3649M
3007
2117
4892
1834
3692
3692
1786
3373
2027 RP
2929
1984
3355
1886
3455
1438

13/1/2019
2018-02-01
2018-04-01
2018-02-01
16/02/2018
1900-01-10
2018-11-10
2018-04-01
20/12/2017
2019-03-18
17/07/2018
23/10/2018
2019-01-21
2018-02-05
2019-03-18
2018-11-05
23/02/2018
2018-03-07
2018-09-03
27/08/2018
24/11/2018
23/1/2019
26/2/2018
2019-03-18
2019-02-05
2018-03-12
2019-03-18
2018-11-05
2019-01-01
2018-09-11
2018-01-26
15/111/2017
2018-01-03
20/11/2017
2018-11-05
16/2/2019
2018-01-06
15/08/2018
29/09/2018
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0010
0010



