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Resumo

A diarreia neonatal determina alteracdes significativas na conversao alimentar, resultando na queda da
produtividade de caprinos. A resisténcia antimicrobiana em bactérias caracteriza-se como importante
problema de saude publica, assim, a Escherichia coli pode ser caracterizada como importante
patdgeno por expressar mecanismos de viruléncia responsaveis por significativas afec¢des clinicas
em seres humanos e animais. O presente estudo avaliou a presenga de E. coli em 117 amostras
fecais de caprinos e analisou a resisténcia antimicrobiana dos isolados. ColOnias sugestivas foram
submetidas a testes bioquimicos, seguido de determinacao do grupo genotipico e andlise filogenética;
posteriormente foram submetidas a prova de suscetibilidade a antimicrobianos. Foram identificados
isolados de E. coli, Salmonella spp, Shigella sonnei e Enterobacter aerogenes. Isolados de E. coli
foram classificados filogeneticamente em B2 (9/39), D (19/39), B1 (7/39) e A (4/29). Os fatores de
viruléncia identificados foram K99 (04/39) e Stx (02/39). A prova de suscetibilidade antimicrobiana,
os isolados foram sensiveis a Cloranfenicol, Estreptomicina, Amoxicilina e Ciprofloxacina, sendo
todos resistentes a Lincomicina, Vancomicina e Penicilina. Os resultados reforcam a necessidade de
estabelecimento de protocolos criteriosos para o uso de antimicrobianos, medida fundamental para o
aprimoramento da sanidade dos rebanhos caprinos brasileiros.
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Abstract
Neonatal diarrhea determines significant changes in feed conversion, causing productivity loss in
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caprine herds. The antimicrobial resistance in bacteria is characterized as an important public health
issue; therefore, Escherichia coli may be characterized as an important pathogen due to expressing
virulence mechanisms responsible for significant clinical conditions in humans and animals. The
present study evaluated the presence of E. coli among 117 caprine fecal samples and analyzed the
isolates for antimicrobial resistance. Suggestive colonies were submitted to biochemical screening
followed by genotypic group determination and phylogenetic analysis; further, the samples
were submitted to antimicrobials susceptibility test. E. coli, Salmonella spp, Shigella sonnei and
Enterobacter aerogenes were identified. E. coli isolates were phylogenetically classified as B2 (9/39),
D (19/39), B1 (7/39) e A (4/29) groups. The analysis of the isolates also revealed the presence of K99
(04/39) and Stx (02/39) virulence factors. Antimicrobial susceptibility test revealed sensitive isolates
to Chloramphenicol, Streptomycin, Amoxicillin and Ciprofloxacin, being all resistant to Lincomycin,
Vancomycin and Penicillin. The results support the need of establishing restricted protocols for
antimicrobial use, a fundamental procedure for health improvement in Brazilian caprine herds.
Keywords: antibiotics; bacteria; caprine; £. Coli.
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Introducao

As bactérias da familia Enterobacteriaceae estao amplamente distribuidas na natureza, encontradas
no solo, dgua, vegetais e no trato intestinal de seres humanos e animais. Os membros desta familia
sdo agrupados, arbitrariamente, em trés categorias, sendo classificados como: patdgenos principais
determinantes de doencas entéricas e sistémicas; patdégenos oportunistas, que ocasionalmente
determinam doenca clinica além do trato alimentar; e nao-patogenos.

Além da viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos em cepas de Escherichia coli tem sido motivo
de grande preocupagdo para a saude publica, principalmente diante da evidéncia de que antibidticos
exercemuma pressao seletiva tanto em bactérias patogénicas quanto nas comensais damicrobiota. Desta
forma, o aumento do uso de agentes antimicrobianos na clinica de pequenos animais, particularmente
os de amplo espectro, tais como fluorquinolonas, cefalosporinas, e penicilinas associadas ao acido
clavulamico tém agravado o problema da resisténcia microbiana. A emergéncia de fenotipos de
resisténcia de relevancia clinica como, por exemplo, as betalactamases de espectro estendido (ESBL)
¢ a multirresisténcia em cepas de E. coli de origem animal ilustram bem a gravidade do problema‘.
Os antimicrobianos, quando usados como promotores de crescimento na alimentagdo animal, podem
exercer forte pressao seletiva sobre os patégenos e a microbiota saprofitica, principalmente quando
utilizados abusivamente, podendo resultar no aparecimento de resisténcia quer seja na microbiota
saprofitica e/ou patogénica, em dependéncia da codificacao de genes para resisténcia antimicrobiana
pela acdo de plasmideos e transposons. A terapia antimicrobiana ¢ comumente utilizada para
controlar e prevenir infec¢des, mas esta pratica pode selecionar bactérias resistentes. A ingestao de
alimentos contendo residuos de farmacos pode ocasionar resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
utilizados rotineiramente na teraputica humana, dificultando o tratamento de enfermidades
infecciosas humanas®. A resisténcia a drogas pode ser carreada por plasmideos, bem como mutagdes
cromossOmicas que ocorrem espontaneamente®. Resisténcia a multidrogas tém sido descrita em
humanos e suinos em isolados de E. coli. Bactérias formadoras de biofilmes sdo mais resistentes a
drogas antimicrobianas, como foi determinado em outros patdégenos veterinarios, como Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus.

A origem evolutiva de E. coli, especialmente de isolados extraintestinais, tem sido estudada pela
analise da presenca de fatores de viruléncia em relagdo a organizacdo populacional desta bactéria
em diferentes grupos, a qual é definida por métodos filogenéticos®. Nas analises filogenéticas, tem-
se verificado que cepas podem ser classificadas em quatro grupos principais conhecidos para esta
espécie bacteriana, sendo: A, B1, B2 e D®. As cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo
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B2, porém algumas sdo classificadas no grupo D. Por outro lado, as cepas comensais pertencem
aos grupos A ¢ B1¢¥, Cepas extraintestinais patogénicas e comensais de E. coli diferem de acordo
com os fatores de viruléncia, expressos por genes geralmente agrupados em ilhas de patogenicidade,
proporcionando um mecanismo de transferéncia horizontal coordenada desses genes de viruléncia®.
Trés candidatos a marcadores de patogenicidade t€ém sido estudados: chuAd, um gene necessario
para o heme-transporte em E. coli enterohemorragica (0157:H7)1%!D; yjad, um gene inicialmente
identificado no genoma de E coli K12, cuja fung@o ainda ¢ desconhecida'? e um fragmento de DNA
designado TSPE4.C2UD, Cepas toxigénicas de E. coli causam diarreia aquosa profusa e/ou lesdes
vasculares sistémicas devido a liberagdo de enterotoxinas como as toxinas termo-labil (LT), termo-
estavel (Sta e Stb) ¢ Shiga toxina (Stx2e)!?.

As fimbrias, também consideradas fatores de viruléncia, permitem a aderéncia dessas bactérias a
receptores especificos localizados na superficie de enterdcitos. Cinco diferentes tipos principais de
fimbrias foram descritos em isolados de E. coli toxigénicas (ETEC) de origem suina: K88, K99,
987P, F18 ¢ F41U%. A partir da aderéncia, essas bactérias colonizam a superficie celular e 1a secretam
as toxinas envolvidas no processo de diarreia. Apds a adesdo, E. coli enterotoxigénicas produzem
toxinas (ST e LT) que induzem a hipersecregao pelas células do intestino ou que interferem na sintese
proteica das células (Stx2e) acarretando diarreia nos animais!'>!7,

O presente estudo teve como objetivo identificar cepas de E. coli, a partir de isolados obtidos de fezes
de caprinos com diarreia, determinar o perfil de resisténcia das cepas isoladas frente a diferentes
antimicrobianos e identificar os fatores de viruléncia e sua classificacao filogenética.

Material e Métodos

No periodo de margo de 2013 a maio de 2014 foram coletadas 117 amostras de fezes diarreicas de
caprinos em 24 propriedades, no estado da Paraiba, com até 90 dias de idade. As amostras foram
armazenadas em frascos universais de coleta estéreis e sob refrigeragao por até 15 dias.

A identificacdo bacteriana foi realizada por meio de etapa prévia de enriquecimento em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e, posteriormente, semeadas em meio Levine com incubagao por 24 horas a
37,5 °C. As colodnias sugestivas de enterobactérias foram submetidas a analise bioquimica por meio
de inoculagao em meio TSI, Citrato, SIM, VM e VP, com leitura ap6s 24 horas e analise de acordo
com o manual Bergey. As coldnias sugestivas foram estocadas, mantidas em caldo Triple Sugar Iron
(TSI) e, posteriormente, transferidas para BHI glicerinado, sendo mantidas sob a temperatura de -20
°C até o seu uso.

Os isolados foram enriquecidos em caldo BHI e novamente semeados sem Agar MacConkey, sendo
incubados por 24 horas a 37 °C. Colonias isoladas foram coletadas e ressuspendidas em microtubo
contendo 500 pL de dgua estéril ultrapura. As suspensdes foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos
e, em seguida, mantidas em gelo por 10 minutos e centrifugadas a 12.000 RPM por 3 minutos, sendo
retirado ao final do processo o sobrenadante com o DNA bacteriano.

Para a realizagdo da técnica de multiplex-PCR (mPCR) foi preparada solu¢ao “mastermix” composta
de: 15 pL de H O milli-Q, 2,5uL de tampéo, 1 uL. MgCl,, 1 pL dNTPs, 1 pL de cada primer (Tab 01)
e 0,5 uL Taq polimerase. Foram utilizados 22 pL da soluc¢do “mastermix” acrescidos de 3 pL de dgua
estéril ultrapura como controle negativo e 3ul de cada amostra de DNA. A amplificacao dos genes
ChuA (279pb) e YjaA (211pb) consistiu de desnaturagdo a 94 °C por 4 min.; seguido por 30 ciclos de
94 °C por 30s, 55 °C por 30s e 72 °C por 30s; com extensdo final a 72 °C por 7 min. A amplificagao
do gene TspE4C2 (152pb) consistiu de desnaturacao a 94 °C por 3 min.; seguido por 35 ciclos de 94
°C por 3 min., 55 °C por Imin. e 72 °C por 45s; com extensao final a 72 °C por 7 min. A amplificacao
dos genes de viruléncia K99 (543pb), Stx (758pb), K88 (855pb), Sta (158pb), StbP (113pb) e LT
(272pb) consistiu de 35 ciclos de 94 °C por 30s, 55 °C por 30s e 72 °C por 90s; com extensdo final a
72 °C por 10 min. O gel foi visualizado sob luz ultra violeta e fotografado.

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos, foi utilizada a técnica de difusdo em agar, segundo as
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recomendagdes de Woods e Washington'®. A partir das amostras de E. coli isoladas em agar triptona
de soja por 24h a 37 °C, foi utilizada uma solucao salina autoclavada e diluidas as colonias de bactérias
até se atingir o equivalente a escala 0,5 MacFarland e inoculadas em dgar Muller-Hinton. As placas
foram incubadas por 18h a 37 °C. Foram utilizados discos de Amoxicilina e Acido Clavulamico
(130), Ampicilina (i10), Cefalexina (i30), Ciprofloxacina(i5), Cloranfenicol (i30), Estreptomicina
(1300), Gentamicina (i10), Lincomicona (i2), Penicilina G (i10), Sulfametoxazoletrimetopima
(125), Tetraciclina (i30), Vancomicina (i30). Apds a incubacdo, os halos de inibi¢do foram medidos
e os padrdes de susceptibilidade foram determinados segundo o Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CSLI, 2007)1%.

Resultados

As amostras foram submetidas as analises bioquimicas e identificadas resultando em 47% (55/117) de
isolados indiferenciados, 33% (39/117) de isolados de E. coli, 10% (12/117) de Shigella sonnei, 6,83%
(8/117) de Enterobacter aerogenes, 0,85%(1/117) de Salmonela spp., 0,85% (1/117) de Providencia
spp. € 0,85% (1/117) de Klebsiella pneumoniae.

A escolha dos 12 agentes antimicrobianos para verificar as suscetibilidades entre os isolados clinicos
foi baseada em protocolos sugeridos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLST)!'” para
Enterobactérias Gram negativas. Os antibioticos testados sdo de uso frequente na clinica veterinaria
de animais de producao.

A prova de sensibilidade a antimicrobianos demonstrou que todas as amostras foram resistentes a
Lincomicina, Vancomicina e Penicilina, seguido de 38,46% (15/39) a Tetracicilina, 35,89% (14/39) a
Cefalexina e 33,33% (13/39) a Sulfametoxazol e Trimetopima. A sensibilidade bacteriana encontrada
nas amostras analisadas foi de 92,30% (36/39) para Estreptomicina, Amoxicilina e Acido Clavulanico,
e Cloranfenicol.

Com relagdo a multirresisténcia a drogas (MDR), caracterizada como a resisténcia a trés ou mais
agentes antimicrobianos, algumas amostras obtiveram 100% de resisténcia. O fenotipo mais frequente
de MDR foi o de resisténcia a Penicilina,Vancomicina e Lincomicina de 100% das cepas (Fig. 1).
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Figura 1:Representacio da resisténcia, sensibilidade intermediaria e sensibilidade entre as cepas
1soladas.
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Os isolados de E. coli foram caracterizados genotipicamente, sendo 10,2% (4/39) pertencentes ao
grupo A, 17,9% (7/39) ao grupo B1, 23,07% (9/39) ao grupo B2 e 48,71% (19/39) ao grupo D.
Considerando que cepas virulentas sdo geralmente classificadas nos grupos B2 e D, um total de
71,78% (28/39) das cepas caracterizadas sdo possiveis de serem patogénicas. Seis (15%) amostras
analisadas foram positivas para um ou mais fatores de viruléncia, sendo quatro (10,2%) positivas para
K99 e duas (5,12%) para Stx, indicando a presenga de possivel potencial patogénico nas amostras®®?,

Discussao

A caracterizagdo de E. coli quanto ao padrdo de resisténcia a antibidticos e a identificacdo do padrao
de viruléncia sdo informagdes fundamentais para a caracterizagdo de isolados clinicos, tanto de
animais, como da agua e do ambiente; além de possibilitarem discriminar o potencial patogénico
dessas bactérias e a identificagdo de clones patogénicos emergentes®?. Bactérias estdo amplamente
disseminadas em diferentes espécies de hospedeiros e também no meio ambiente. Além disso, podem
apresentar multirresisténcia a antimicrobianos comumente utilizados na produg¢ao®??®. A lincomicina
¢ um dos antimicrobianos autorizados no Brasil para uso na avicultura, como aditivo na alimentagao.
O uso de antibidticos nas medicinas veterinaria € humana ¢ considerado um fator importante para
promover a selecdo e dissemina¢do de microrganismos resistentes®?. Neste trabalho, verificou-se
também que, independentemente do tipo de criagdo, os isolados de E. coli apresentaram resisténcia
de 100,0% para lincomicina. A producao da enzima Beta-lactamase ¢ o mais comum mecanismo de
producao de resisténcia frente a antibidticos beta-lactdmicos em bactérias Gram negativas. O uso
continuo de antibioticos de amplo espectro induz a produgdo destas enzimas®).

Dentre os isolados analisados, todos apresentaram resisténcia hd pelo menos trés dos agentes
antimicrobianos testados e 75% apresentaram resisténcia a mais de trés antimicrobianos. A
multirresisténcia tem sido citada por diversos autores®!2®, apresentando niveis mais elevados em
cepas isoladas de suinos quando comparada a bovinos e ovelhas, fato que se deve a pressao seletiva
causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, provavelmente na ragdo animal como promotor
de crescimento®”. Esta resisténcia ¢ importante, podendo ser transmitida aos humanos, tanto através
da colonizagao direta do intestino por cepas de E. coli animal quanto pela transmissao de genes de
resisténcia a bactérias residentes no intestino humano.

O maior indice de sensibilidade foi observado para Amoxicilina, Acido Clavulanico, Estreptomicina
e Cloranfenicol, em 92,30% dos isolados; seguido por Ciprofloxacina em 84,61% dos isolados.
Em estudo realizado em carcagas suinas, obteve-se porcentagem semelhante a do presente estudo
em relagdo a sensibilidade dos isolados a Ciprofloxacina, com 88,2 %%, mas com diferenga de
resultados em relacdo a Nitrofurantoina, em que apenas 17,6% dos isolados foram sensiveis.
A divergéncia observada pode ser atribuida a variabilidade das estirpes e ao crescente aumento
da resisténcia antimicrobiana entre as enterobactérias®®. Aos antimicrobianos Sulfametoxazol e
Trimetoprim, 87,5% dos isolados foram sensiveis, resultado semelhante ao descrito por Varga et
al.??, que verificaram 93,6% dos isolados de E. coli, de suinos saudaveis, sensiveis a0 mesmo. A
maior resisténcia dos isolados foi observada para tetraciclina com 93,7%. Isto ndo ¢ surpreendente,
uma vez que a tetraciclina ¢ utilizada ha muitos anos como promotor de crescimento para animais.
Apesar de sua proibicdo de uso em animais de produgdo, um isolado (2,56%) foi resistente ao
Cloranfenicol, e dois isolados (5,12%) com sensibilidade intermediaria, indicando seu possivel uso
em animais de producdo. A identificacdo de resisténcia para Cloranfenicol indica um sério problema
a saude publica. Desta maneira, monitorar a resisténcia de bactérias isoladas de animais a diferentes
grupos de antibioticos torna-se um fator determinante para elei¢do e €éxito do tratamento, bem como
eliminar, através do uso de antibidticos especificos, a presenca de linhagens carreadoras de genes
relacionados a patogenicidade de E. coli.

A analise filogenética determinou maior propor¢ao de isolados classificados nos grupos B2 e D, sendo
estes grupos os de maior viruléncia e com possibilidades de serem patogénicos. Estes resultados
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sdo semelhantes aos descritos por Bingen et al.®® em humanos. Estudos demonstraram que as
mais importantes cepas de E. coli encontradas pertenciam aos grupos Bl e D, diferente de dados
obtidos em estudos com humanos, os quais observaram maior prevaléncia de isolados dos grupos
A e B2. Em outro estudo, foi descrita uma maior incidéncia de isolados do grupo D em amostras
aviarias®”, Em amostras de origem humana, sao comumente detectados isolados do grupo B2¢?.
Essas diferencas podem estar relacionadas com a alta sensibilidade a antimicrobianos e a maior ou
menor viruléncia. Em comparacao, cepas isoladas de animais sdo mais resistentes a antimicrobianos.
Algumas variacdes podem estar associadas a regioes geograficas e/ou caracteristicas individuais das
espécies de hospedeiros.

Estudos sugerem que os isolados de E. coli podem ter uma origem multipla, uma de linhagem
patogénica e outra de linhagem nao patogénica possivelmente aperfeicoada pela aquisi¢do horizontal
de genes virulentos. Silveira et al.®® ¢ Baccaro et al®” pesquisaram genes de toxinas (StaP, Stbe LT) e
fimbrias (K88, K99, 987P, F41) isoladas de suinos diarreicos e identificaram, respectivamente, 27,3%
e 24,3% das amostras com fatores de viruléncia. No presente estudo, as frequéncias de detecgdo dos
genes K99 foi de 10,25% e de 5,12% para o gene Stx, diferentemente do que foi descrito por aqueles
autores.

Fairbrother et al."® analisaram, por meio da PCR, isolados de E. coli de suinos com diarreia e
constataram que em 75% e 65,5% dos casos, respectivamente, as amostras apresentaram resultado
positivo para pelo menos um dos genes fimbriais (F18, F41, K88 e K99) ou toxinas (Sta, Stb, LT e
Stx2e) pesquisados. No entanto, a analise para o gene Stx2 nao foi incluida no estudo de Fairbrother
et al.!9 e as amostras analisadas foram positivas para apenas um dos genes testados, isto ¢, amostras
positivas para o gene Stx ndo foram positivas para nenhum outro gene testado, e amostras positivas
para o gene fimbrial K99 também ndo foram positivas a nenhum outro gene.

Conclusao

Os isolados de E. coli foram identificados como pertencentes a grupos filogenéticos de elevada
viruléncia (B2 e D), sendo observados fatores de viruléncia (K99 e Stx) que indicam potencial
patogénico significativo das amostras, o que apresenta uma provavel relagdo como determinante da
diarreia nos rebanhos investigados.

Foi observada significativa resisténcia antimicrobiana entre algumas drogas testadas, implicando uma
emergente necessidade de controle das drogas disponiveis para o uso em Medicina Veterinaria e
também a necessidade de descoberta de novas drogas que nao possuam elevado indice de resisténcia.
Os resultados reforcam a necessidade de estabelecimento de protocolos criteriosos para o uso de
antimicrobianos para se limitar esta resisténcia.

A utilizagdo de métodos eficazes de diagnostico de microrganismos envolvidos nas infec¢des constitui
uma importante etapa do processo de vigilancia quanto a identificacdo de cepas bacterianas resistentes
a antimicrobianos. Além disso, atualizagdes constantes por meio de publicagdes de novos estudos
sobre o estado de resisténcia aos antimicrobianos, especialmente os mais utilizados na medicina
veterinaria, sdo fundamentais para o aprimoramento da sanidade dos rebanhos caprinos brasileiros.
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