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GUERRA, S. T. Resisténcia aos antimicrobianos e viruléncia de E. coli isoladas de
mastite bovina com diferentes niveis de gravidade clinica. Botucatu, 2019. 101p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

RESUMO

Escherichia coli é o principal agente de mastite clinica bovina de origem
ambiental, caracterizado pela complexidade de fatores de viruléncia (FV). O
patdgeno causa sinais clinicos que variam desde alteracdes exclusivamente no
leite (grau 1 ou leve), no quarto afetado (grau 2 ou moderado), até manifestacdes
sistémicas (grau 3 ou grave). No entanto, até 0 momento, ndo esta estabelecido
o perfil de genes deste patdgeno relacionados a viruléncia em infeccbes
mamarias em vacas, tampouco com a gravidade clinica dos casos. Neste
cenario, o presente estudo investigou 18 genes associados com E. coli
extraentérica (ExPEC), o perfil “in vitro” de motilidade swimming e swarming, e a
sensibilidade/resisténcia aos antimicrobianos em 114 isolados de E. coli obtidos
de vacas com mastite clinica com escores de gravidade 1 (45/114=39,5%), 2
(62/114=54,4%) e 3 (7/114=6,1%). Os principais genes codificadores de FV
detectados foram de adesinas (fimH, 114/114=100%; ecpA, 73/114=64,0%;
fimA, 36/114=31,6%), resisténcia ao soro (traT, 93/114=81,6%; ompT,
40/114=35,1%), sideroforos (irp2, 11/114=9,6%) e hemolisina (hlyA, 8/114=7%).
Os isolados apresentaram 99,1% (113/114) de resisténcia in vitro a bacitracina
e cloxacilina, 98,2% (112/114) a lincosamina e 54,4% (62/114) a eritromicina. Do
total de isolados, 98,2% (n=112/114) foram multirresistentes pelo célculo do
indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA). Nao houve diferenca
estatistica significante entre as medianas para motilidade swimming (13,8 mm)
e swarming (13,5 mm), bem como para os niveis de gravidade clinica e os genes
investigados. A presenca de isolados multirresistentes aos antimicrobianos
reforca a necessidade do uso racional destes farmacos no tratamento e profilaxia
da mastite bovina. A alta frequéncia de deteccdo nos isolados dos genes
relacionados a resisténcia ao soro (traT, ompT) e adesdo (ecpA); bem como a
maior frequéncia das associagfes entre 0s genes fimH, ecpA e traT em vacas
com escore 1 (7/45=15%) e 2 (14/62=22,6%) sugerem que os genes traT, ecpA

e ompT poderiam servir como biomarcadores de EXPEC em infecgbes mamarias
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clinicas em vacas. No entanto, a ndo significancia estatistica deste achado indica
gue outros mecanismos de viruléncia e fatores ligados a vaca possam estar
envolvidos na ocorréncia e gravidade clinica da mastite bovina. Na literatura
consultada, os genes associados com EXPEC de resisténcia ao soro ompT, da
invasina ibe10 e da adesina ecpA foram investigados pela primeira vez em casos
de mastite em vacas nos quais os escores de gravidade clinica foram

investigados.

Palavras-chave: mastite ambiental, ExXPEC, mecanismos de viruléncia,

multirresisténcia bacteriana.
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GUERRA, S. T. Antimicrobial resistance and virulence of E. coli strains isolated
from bovine mastitis with different clinical scores. Botucatu, 2019, 101p. School of
Veterinary Medicine and Animal Sciences, Botucatu, Sao Paulo State University —
UNESP.

ABSTRACT

Escherichia coli is the major pathogen involved in the etiology of bovine mastitis
from the environment origin. This pathogen is characterized by a complexity of
virulence factors (VF). Mammary infections by E. coli has shown a wide range of
clinical signs causing changes in milk (score 1 or mild), quarters (score 2 or
moderate), and systemic signs (score 3 or severe). Nevertheless, to date, the
profile of the genes related to the virulence of this pathogen in mammary
infections and the severity scores of the cases are not fully understood. In this
scenario, a panel of 18 genes associated with extra-intestinal E. coli (EXPEC)
were investigated, in addition to in vitro swimming and swarming motility profile,
and antimicrobial susceptibility/resistance pattern among 114 E. coli strains
isolated from cows with clinical mastitis showing severity scores 1
(45/114=39.5%), 2 (62/114=54.4%) and 3 (n=7/114=6.1%). The main genes
related to VF harbored by isolates were adhesins (fimH, 114/114=100%; ecpA,
73/114=64.0%; fimA, 36/114=31.6%), serum resistance (traT, 93/114=81.6%;
ompT, 40/114=35.1%), siderophores (irp2, 11/114=9.6%) and hemolysin (hlyA,
8/114=7%). Among studied isolates, 99.1% (113/114) showed in vitro resistance
to bacitracin and cloxacillin, 98.2% (112/114) to lincosamin, and 54.4% (62/114)
to erytromycin. Out of the total isolates, 98.2% (112/114) were considered
multidrug resistant based on multiple antimicrobial resistance (MAR) index. No
statistical difference was observed between swimming (13.8mm) and swarming
(13.5mm) motility assays, as well as severity scores of clinical mastitis, and the
EXPEC associated genes studied. The multidrug resistance of the isolates
highlights the need for responsible use of antimicrobials on therapy and control
of bovine mastitis. The high frequencies among isolates of the genes related to
serum resitance (traT, ompT) and adhesion of the pathogen (ecpA), in addition
to main associations between the genes fimH, ecpA e traT among cows with
severity scores 1 (7/45=15%) and 2 (14/62=22.6%), is a circumstantial evidence
that the genes traT, ecpA e ompT may be used as biomarkers of EXPEC among
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clinical mammary infections in cows. Nevertheless, the lack of statistical
significance between the genes studied and clinical scores indicates that other
virulence properties or factors intimately related to cows might be involved in
clinical bovine mastitis and severity of cases. In addition, the genes related to
EXPEC ompT (serum resistance), ibelO (invasins), and ecpA (adhesin) were
investigated by first time among cows with mastitis where scores of clinical

severity were assessed.

Key-words: environmental mastitis, EXPEC, mechanisms of virulence, multidrug

resistance
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1. INTRODUCAO

A mastite € definida como inflamacdo da glandula mamaria, caracterizada
pela complexidade etioldgica, predominantemente bacteriana, causando
infeccbes clinicas e subclinicas (RUEGG, 2017). A mastite clinica bovina €&
manifestada por alteracdes no leite e/ou no quarto mamario e ocasionalmente,
por sinais sistémicos (WENZ et al., 2001; ROBERSON, 2012).

Os casos clinicos sdo causados principalmente por micro-organismos de
origem ambiental como as enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter sp., Serratia sp., Proteus sp.) e estreptococos
(Streptococcus uberis). Os patdégenos ambientais sdo, na maioria dos casos,
oportunistas que invadem a glandula mamaria e, por ndo serem adaptados ao
hospedeiro, provocam processos inflamatorios com sinais clinicos com duracao
de poucas semanas (BRADLEY, 2002).

Escherichia coli (E. coli) é um dos agentes causais mais comuns de mastite
clinica em vacas, de origem ambiental. A gravidade dos quadros clinicos de
mastite bovina por E. coli tem sido classificada, convencionalmente, em trés
niveis ou escores: leve (grau 1), moderado (grau 2) e grave (grau 3). Nos casos
grau 1 observam-se alteracdes exclusivamente no leite dos quartos afetados. Os
casos grau 2 apresentam, além de alteracdes visiveis no leite, sinais de
inflamacdo na glandula mamaria. Nos casos grau 3, além dos sinais no leite e
glandula mamaria, ocorre comprometimento sistémico do animal, com risco de
6bito por choque endotdéxico e/ou hipovolémico (WENZ, 2001; PINZON-
SANCHEZ; RUEGG, 2011).

E. coli pertence a microbiota entérica de animais e humanos. E encontrada
amplamente no ambiente dos criatérios dos animais. Caracteriza-se por
pluralidade de fatores de viruléncia (FV), incluindo fatores intrinsecos (presentes
na constituicdo da parede bacteriana) e extrinsecos como fimbrias, adesinas,
citotoxinas, mecanismos de captacao de ferro exdégeno e enterotoxinas. A acao
conjunta desses FV esta relacionada a afeccbes entéricas e diversas
manifestacdes extraentéricas (BLUM et al., 2008; MAINIL, 2013).

A identificacdo dos diferentes FV de E. coli isoladas de mastite tem sido
objeto de estudo em varios paises (BLUM; LEITNER, 2013; LIU et al., 2014). No
entanto, ndo esta totalmente esclarecido o perfil de genes e FV associados a

mastite clinica ou subclinica em vacas (LEIMBACH et al., 2017), tampouco com
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0s niveis de gravidade clinica dos casos (SUOJALA et al., 2011). Ademais, a
maioria dos estudos tém sido conduzidos com FV diarreiogénicos (CORREA;
MARIN, 2002; WENZ et al., 2006), que provavelmente exercem pouca ou
nenhuma influéncia nos casos de mastite bovina.

A motilidade bacteriana é outro fator de viruléncia estudado em isolados de
E. coli. A presencga de motilidade bacteriana dos tipos swimming e swarming foi
relacionada a maior patogenicidade e persisténcia dos isolados de E. coli na
glandula maméria. Contudo, ainda ndo esta totalmente esclerecida a influéncia
destes tipos de motilidade bacteriana na gravidade clinica dos casos de mastite
bovina (LIPPOLIS et al., 2014).

O uso indiscriminado de antimicrobianos em animais domésticos é apontado
como uma das principais causas da emergéncia de bactérias multirresistentes
(ECONOMOU; GOUSIA, 2015; VAN BOECKEL et al., 2015). A utilizacdo de
antimicrobianos no momento da secagem de vacas (para o tratamento de
infeccdes subclinicas na lactacdo e na prevencao de novas infec¢des) € o Unico
procedimento de uso profilatico de farmacos ainda permitido em animais de
producdo. Esta pratica tem sido questionada (SUOJALA; KAARTINEN;
PYORALA, 2013) e até mesmo proibida em alguns paises pelo risco de
aumentar a pressao seletiva para bactérias multirresistentes (VILAR et al., 2018).

Diante do exposto, permanece nado totalmente esclarecido o perfil dos
diferentes FV nas infeccées mamarias por E. coli em vacas, notadamente em
linhagens ExXPEC, bem como o estabelecimento da relevancia da motilidade dos
isolados em relacdo a gravidade clinica dos casos. Neste contexto, o presente
estudo investigou o perfil genotipico de diferentes FV em E. coli isolados de
mastite clinica em vacas com diferentes niveis de gravidade clinica, com énfase
em mecanismos de viruléncia relacionados a EXPEC, bem como a motilidade

bacteriana e o perfil de sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite no Brasil

O leite é considerado um dos mais nobres produtos de origem animal e,
devido as suas caracteristicas nutritivas, € indispensavel na alimentacao
humana. O leite e seus derivados sdo fontes de proteinas, gorduras,

carboidratos, sais minerais e vitaminas. O Ministério da Saude do Brasil





