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RESUMO

Cepas de Escherichia coli causadoras de enterite sdo consideradas importante causa de diarreia
em bezerros principalmente nas primeiras semanas de vida. Para correta identificacéo, esses
micro-organismos devem ser diferenciados dos membros ndo patogénicos, que compdem a
microbiota intestinal. Este trabalho teve por objetivo caracterizar os isolados de E. coli em
bezerros, quanto a presenca de genes de viruléncia para enterite no estado de Mato Grosso do
Sul. Foram obtidas 176 amostras de fezes de bezerros portadores de diarreia, com idade até
dois meses, de diversas propriedades do estado de Mato Grosso do Sul. Também foram
avaliadas 27 amostras de animais sadios das mesmas propriedades. Por meio do cultivo
bacterioldgico foi possivel identificar E. coli em todas as amostras e realizar antibiograma pela
técnica de disco difusdo. Posteriormente, as amostras foram submetidas a reacdes de PCR para
identificacdo dos seguintes patétipos: ETEC, EHEC, STEC, EPEC e NTEC. Foi possivel
identificar em 35 amostras o gene eae (19,88%), em 135 amostras o gene stx1 (76,70%), o0 gene
stx2 em 62 amostras (35,22%), o gene sta em 159 (90,34%) e o gene It em 35 amostras
(19,88%). Em nenhuma delas identificaram-se os genes cnfl e 2. De acordo com esses
resultados, os isolados foram classificados em EPEC (3), EHEC (32), STEC (122) e ETEC (173).
Em relacdo & sensibilidade antimicrobiana, 77,2% dos isolados foram resistentes a trés ou mais
grupos farmacoldgicos, caracterizando-os como multirresistentes; essa multirresisténcia
contribui para a ocorréncia de infec¢des bacterianas resistentes aos antimicrobianos na espécie
humana, levando ao alerta para a importancia da Satde Unica. Esse estudo fornece dados
epidemioldgicos importantes sobre a doenca no estado e no Brasil.

Palavras-chave: Bactéria, diarreia, PCR, resisténcia.
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ABSTRACT

Escherichia coli strains that lead to enteritis, are important causes of diarrhea in calves, especially
in the last weeks of life. For correct identification, these microorganisms must be differentiated
from non-pathogenic members, which make up an intestinal microbiota. This work aimed to
characterize E. coli from calves, regarding the presence of virulence genes for enteritis in the
state of Mato Grosso do Sul. A hundred seventy six stool samples were obtained from calves with
diarrhea, aged up to two months, from several properties in the state of Mato Grosso do Sul.
Twenty seven samples of healthy animals from these properties were also evaluated. Through
bacteriological culture, it was possible to identify E. coli in all samples and perform an antibiogram
using the disk diffusion technique. Later, the samples were submitted to a PCR review to identify
the following standards: ETEC, EHEC, STEC, EPEC and NTEC. It was possible to identify the
eae gene in 35 samples (19.88%), the stx1 gene in 76 (76.70%), the stx2 gene in 62 (35.22%),
the gene in 159 (90, 34 %) and the Itll gene in 35 samples (19.88%). The cnfl and 2 genes were
not identified in any of them. According to these results, the isolates were classified into EPEC
(3), EHEC (32), STEC (122) and ETEC (173). Regarding antimicrobial sensitivity, 77.2% of
individuals were resistant to three or more pharmacological groups, characterizing them as
multidrug-resistant; this multidrug resistance contributes to the occurrence of bacterial infections
resistant to antimicrobials in the human species, raising the alert for the importance of Unique
Health. This study provided important epidemiological data on the disease in the state and in
Brazil.

Key words: Bacterium, diarrhea, PCR, resistance.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo com 215,2 milhdes de
cabecas, sendo o segundo maior produtor de carne bovina com a producao per
capita de 35 Kg/hab/ano, ficando atras apenas dos Estados Unidos. A regido
Centro-Oeste possuia, em 2017, 74,1 milhdes de cabecas, respondendo por 34,5%
do total nacional. O Estado de Mato Grosso era 0 maior produtor entre 0os estados
(13,8% do total nacional). Entre os municipios, Sao Félix do Xingu (PA), Corumbé
(MS) e Ribas do Rio Pardo (MS) tiveram as maiores participacdes (IBGE, 2018),
sendo os dois ultimos municipios pertencentes ao estado de Mato Grosso do Sul.

A enterite em bezerro € uma das principais causas de perda econémica com
alta morbimortalidade na industria pecuaria em todo o mundo, principalmente nas
guatro primeiras semanas de vida (COURA et al., 2015). Alguns estudos estimaram
gue a mortalidade relacionada a ocorréncia de diarreia em bezerros, principal sinal
clinico da enterite, varia de 10,3% a 34% em todo o mundo (MOTA et al., 1990;
BOTTEON et al.,, 2008; PUPIN et al.,, 2019). Em bezerros da raca Nelore, por
exemplo, é considerada a principal causa de perdas econémicas em rebanhos de
varios estados do Brasil (BENESI, 1999; MOTA et al., 2000; AZEVEDO, et al.,
2017).

As perdas econbmicas decorrem principalmente da morte de bezerros, as
guais ocorrem devido a perda de agua e eletrolitos nesses animais, o que resulta
em desidratacdo, desequilibrios eletroliticos e acidose metabdlica. Varios fatores
de risco influenciam a ocorréncia da doenca, como idade do animal, condicdo
imunoldgica, higiene, manejo e clima (FOSTER & SMITH, 2009).

Enteropatdgenos de origem bacteriana, parasitaria e viral podem estar
envolvidos, isolados ou em associagdo, na casuistica de enterites em bezerros,
principalmente Escherichia coli, Salmonella spp., rotavirus, coronavirus e
protozoarios dos géneros Eimeria spp. e Cryptosporidium spp. Muitos deles
apresentam potencial zoonético, estando associados a ocorréncia de disturbios
entéricos em humanos. Destaca-se a Escherichia coli (E. coli), que € o agente

etiol6gico da colibacilose.
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A cepas de E. coli podem ser classificadas em grupos, de acordo com as
caracteristicas individuais de patogenicidade: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC). Em
estudo realizado em Mato Grosso do Sul por Salvadori et al., (2003), das
205 linhagens de E.coli, foram encontradas 83 (40,05%) cepas positivas para pelo
menos um dos fatores de viruléncia, todas eram provenientes de bezerros que
apresentavam diarreia, com idade até 60 dias. Isso demonstra a importancia de
diferenciar essas cepas.

Apesar de E. coli ser apontada como importante causadora de enterite em
bezerros (BLANCHARD 2012), devido a etiologia variada, sinais clinicos
inespecificos e presenca de cepas néo patogénicas compondo a microbiota normal
dos animais, torna-se dificil definir o quao importante essa bactéria € na etiologia
das enterites em bezerros. Dessa forma, sdo necessarios estudos detalhados
sobre a ocorréncia e frequéncia de fatores de viruléncia produzidos por cepas de E.
coli nesses animais, buscando-se associacbes com caracteristicas clinicas e

epidemiologicas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Caracterizar os isolados de E. coli de bezerros, quanto a presenca de genes de

viruléncia e resisténcia a antimicrobianos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a sensibilidade das bactérias frente a diferentes antimicrobianos.
¢ |dentificar potenciais fatores de risco associados a infeccéo.
e Caracterizar por meio da técnica de PCR os isolados de E. coli, para
determinar fatores de viruléncia que possam estar envolvidos no surgimento

da enterite.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Escherichia coli

As bactérias E. coli sdo classificadas como Gram negativas, fermentativas e
anaerobias facultativas. Medem de 1,1 a 1,5 ym por 2 a 6 ym, sendo a maioria
moével devido a existéncia de flagelos peritrigueos. A temperatura Otima de
crescimento é de 37 °C, sendo cultivadas facilmente em meios de cultura de rotina
(BARNES et al. 2003; OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005). A via de
transmissao da bactéria é fecal-oral por meio de dgua e alimentos contaminados.

Sao comumente isoladas de fezes e na maioria das vezes sao comensais,
nao causando doenca em seus hospedeiros. Entretanto, alguns patotipos néo
patogénicos presentes no intestino, em animais debilitados, imunocomprometidos
ou com a barreira gastrointestinal alterada, podem causar infeccdo (NATARO;
KAPER, 1998).

Existem cepas de E. coli patogénicas que sdo agrupadas de acordo com
seus mecanismos de patogenicidade, em patotipos que estdo frequentemente
associados a doenca e lesdes em animais (BARNES et al., 2003; KNOBL et al.,
2006; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Desta forma, para confirmacao de enterite
por E. coli € necesséria a identificacdo de amostras de E. coli causadoras de
enterite (NATARO; KAPER, 1998; GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

A identificacdo de E. coli causadora de enterite requer sua diferenciacdo das
espécies nao patogénicas da microbiota intestinal (ROBINS-BROWNE et al., 2004).
A importancia dessa identificacdo ocorre em virtude de tratar ou ndo os animais e
também esta relacionada com a identificacdo de animais portadores, pois esses
bezerros podem atuar como reservatérios importantes de E. coli patogénica
humana (COBBOLD et al., 2007).

3.2 Patotipos de Escherichia coli
Cepas de E. coliqgue causam diarreia sdo classificadas em categorias
patogénicas de acordo com fatores de viruléncia especificos, codificados por

cromossomos, plasmidios e DNA de bacteri6fagos. Esses fatores de viruléncia
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fornecem a cada categoria uma capacidade de causar sindrome clinica com
caracteristicas epidemioldgicas e patologicas distintas (TOMA et al., 2003).

J& foram identificados cinco patétipos de E. coli associados a enterite em
bezerros: E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica, E. coli produtora de
toxina Shiga, E. coli enterohemorragica e E. coli necrotoxigénica. Outros patotipos
diarreiogénicos para seres humanos, como E. coli enteroinvasiva, E. coli de
aderéncia difusa e E. coli enteroagregativa, ainda ndo foram confirmados como
causadores de enterite em bezerros (NATARO; KAPER, 1998; DEBROY;
MADDOX, 2001; GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Todos esses patétipos podem
ser identificados molecularmente por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

3.2.1 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Estas cepas de E. coli sdo caracterizadas por colonizarem a superficie da
mucosa do intestino delgado (Figura 1), principalmente o ileo, e por produzirem
enterotoxinas termoestaveis (ST) e termolabeis (LT) que alteram as func¢des dos
enterocitos. A consequéncia é o aumento da secrecao e a reducao da absorcao de
liquidos, sem induzirem alteragcbes morfolégicas significativas no intestino
(NATARO; KAPER, 1998).

v

Enterotoxina LT e ST

ETEC
\. J

Figura 1. Esquema de adesao ETEC, ap0s fixacdo da bactéria na mucosa intestinal, liberagéo das

enterotoxinas LT e ST (Bueno, 2010 adaptado).
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A enterotoxina termolabil (LT) é semelhante a toxina da codlera, sendo
dividida em dois tipos: LT-I e LT-Il. As amostras de ETEC de origem bovina n&o
produzem LT-I (BLANCO et al., 1991), existindo apenas a descricdo de amostras
produtoras de LT-Il (SERIWATANA et al., 1988).

A enterotoxina termoestavel (ST) é uma familia de pequenas toxinas, as
qguais podem ser divididas em dois grupos: as sollveis (STa) e as insollveis em
metanol (STb), ambas codificadas por plasmidios (CAMPOS & TRABULSI, 2002;
BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). A enterotoxina STa € produzida por ETEC de
animais (bovinos, ovinos, suinos e caninos) e seres humanos, ja a STb foi
encontrada apenas em ETEC isoladas de suinos (MAINIL, 2013).

A cepa E. coli ETEC € o patoétipo mais comumente associado a enterite em
bezerros na primeira semana de vida, principalmente entre trés e quatro dias de
vida (FOSTER; SMITH, 2009; BLANCHARD, 2012). Eles podem apresentar
diarreia profusa pastosa a liquida, com odor fétido e coloracdo amarelada a branca.
Nos casos agudos, a perda de agua e eletrolitos € rapida, e os animais apresentam

desidratacéo grave e acidose metabolica, podendo leva-los a obito.

3.2.2 Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Esta cepa de E. coli tem como principal caracteristica causar uma lesao
denominada de attaching and effacing (anexando e apagando) - A/E. A lesdo A/E
€ caracterizada por uma adesdo intima da bactéria ao epitélio intestinal, com
destruicdo das microvilosidades, alteracbes no citoesqueleto, com formacédo de
estruturas semelhantes a pedestais e acumulo de actina polimerizada logo abaixo
da ligacdo da bactéria a célula (Figura 2) (SYDOW, 2005). Os principais genes
responsaveis pela lesdo A/E estdo inseridos numa ilha de patogenicidade
denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), também presente no pat6tipo
EHEC (NATARO; KAPER, 1998; MAINIL; DAUBE, 2005).
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Aderéncia

inicial via
BFP

_}Aderéncia
b= inicial

Condensagdo de
actina e
destruigao das
microvilosidades

EPEC
\. J

Figura 2. Esquema de adesdo EPEC, demonstrando adesdo da bactéria e posteriormente

condensacéo de actina e destruicdo das vilosidades (lesdo A/E) (Bueno, 2010 adaptado).

As cepas de E. coli capazes de causar esse tipo de lesdo sdo também
denominadas AEEC (attaching and effacing Escherichia coli). A adesina intimina,
uma proteina de 94 kDa da membrana externa da bactéria, é codificada pelo gene
eae localizado na LEE e € a molécula de adesao responsavel pela ligacdo intima
da bactéria ao enterocito.

Além da ilha de patogenicidade LEE, a bactéria EPEC pode apresentar um
plasmideo chamado “EPEC aderence factor” (EAF), com genes envolvidos na
expressao e montagem da fimbria denominada “bundle-forming pillus” (BFP),
responsavel pela aderéncia localizada da bactéria ao epitélio intestinal. Amostras
de EPEC portadoras do plasmideo EAF e da fimbria BFP sdo denominadas EPEC
tipicas, e quando negativas EPEC atipicas (BARDIAU; SZALO; MAINIL, 2010;
GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Elas ndo produzem nenhuma enterotoxina ou
citotoxina (CROXEN & FINLAY, 2010).

N&do ha uma faixa etaria com maior susceptibilidade, como ocorre com
ETEC, sendo detectada a infec¢cdo por EPEC em bezerros com uma a 12 semanas
de idade (HOLLAND et al., 1999; FOSTER; SMITH, 2009). As fezes podem estar
aguosas ou normais, amareladas ou sanguinolentas. A infec¢éo por EPEC resulta
em quadro mais cronico de diarreia, diferentemente da ocorréncia aguda da

colibacilose por ETEC.
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Os sinais clinicos da colibacilose por EPEC néo séo caracteristicos, podendo
ser visualizadas les@es do tipo A/E ao diagnéstico histopatoldgico de partes do ileo
(principalmente na juncéo ileocecal) e colon. A confirmagédo da presenca de EPEC
¢ feita a partir da cultura de fezes seguida por PCR para identificacdo dos genes
de viruléncia caracteristicos desse patotipo, principalmente o eae (NATARO &
KAPER 1998, DEBROY & MADDOX 2001, BLANCHARD 2012).

3.2.3 Escherichia coli Produtora da Toxina Shiga (STEC) e Enterohemorragica
(EHEC)

As cepas E. coli STEC e E. coli EHEC em fungéo do efeito citotoxico em
células Vero, se referem a amostras de E. coli que produzem pelo menos umas das
toxinas Shiga (Stx1 ou Stx2) (GYLES, 2007). Outro fator de viruléncia importante
para a caracterizacédo de EHEC ¢ a presenca da ilha de patogenicidade LEE (locus
of enterocyte effacement), com genes responsaveis pela formacdo de A/E, como
em EPEC (Figura 3). EHEC inclui amostras de E. coli isoladas de seres humanos
e de animais e que produzem toxinas Stx e lesdo A/E. Ja os termos STEC sao
usados para isolados de bactérias que produzem somente Stx (MAINIL; DAUBE,
2005).

Anexo intimo
da bactéria

Condensacdo de

actina e

destruigdo das
microvilosidades po4 oo da

Shiga toxina

EHEC \
\. J

v

Figura 3. Esquema adesdo EHEC e STEC, apresentando destruicdo das vilosidades por EHEC,
devido a lesdo A/E, posteriormente entrada das Shiga toxinas devido aos dois pat6tipos (Bueno,
2010 adaptado)

Grande parte dos bezerros infectados com estes pat6tipos ndo apresenta

sinais clinicos, entretanto estes animais constituem importantes reservatérios de
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STEC/EHEC tanto para bovinos, quanto para os seres humanos (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010). Isso ocorre porque ruminantes ndo possuem receptores
para Stx no endotélio vascular, mas os mesmos estao presentes nos enterdcitos
das criptas, linfécitos intraepiteliais e macréfagos da mucosa intestinal.

InfecgBes por STEC foram atribuidas ao consumo de carne bovina ou de
produtos lacteos contaminados com fezes de bovinos (HUSSEIN; SAKUMA, 2005),
sendo que, entre os mais de 200 sorotipos de E. coli que produzem Shiga toxina, o
sorotipo O157:H7 destaca-se pelo alto potencial virulento, sendo o mais
frequentemente associado a surtos de toxinfeccado de origem alimentar no mundo
(VOLD et al., 2000).

3.2.4 Escherichia coli necrotoxigénica (NTEC)

Estas cepas de E. coli sdo caracterizadas pela producédo de toxinas CNF
(fator necrotizante citotoxico) (DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998) que impedem
a divisdo celular, sem afetar a replicacdo de acidos nucléicos. A existéncia de dois
tipos de CNF (CNF1 e CNF2) foi demonstrada em amostras de E. coli isoladas de
bezerros, leitbes e criancas com enterite (DE RYCKE et al., 1990).

Foi realizado o isolamento de CNF1 de amostras colhidas em quadros de
diarreia em ruminantes, suinos, caes, coelhos e equinos, de amostras provenientes
de quadros septicémicos em suinos, de infeccBes no trato urinario e outras
infeccBes extra-intestinais em caes, gatos e seres humanos (VAN BOST et al.
2001a) e ja foi encontrada em amostras de E. coli isoladas de meningite em
criancas (KNUST & SCHMIDT 2010).

Em relacdo a CNF2, ja foi isolada de bovinos, caprinos, equinos e gatos
(POHL et al. 1993) e é isolada principalmente de amostras de bezerros com sinal
clinico de diarreia, mas também de amostras provenientes de quadros de
septicemia, pneumonia, metrite e mastite em bovinos (VAN BOST et al. 2001a).
Este patotipo é isolado com mais frequéncia que o CNF1 (BURNS et al. 1996). Em
casos de septicemia, a bactéria pode adentrar a circulacdo sanguinea e acometer
6rgaos internos, principalmente os pulmdes. A necropsia, Van Bost et al. (2003)

observaram congestdo da mucosa intestinal, espessamento da mucosa do intestino
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delgado e congestdo pulmonar. A histopatologia, foram observadas enterocolite,
linfadenite, atrofia de vilosidades do intestino delgado e broncopneumonia.

A confirmacdo da enterite causada por NTEC pode ser realizada pela
identificagé@o dos genes codificadores das CNF em isolados bacterianos obtidos de
fezes e lesdes intestinais ou de outros 6rgaos, no caso de septicemia, utilizando a
técnica de PCR, ou também por meio de testes de citotoxicidade em cultura de
células (ORDEN et al., 1999).

3.3 Diagnostico

A bactéria Escherichia coli comumente isolada de fezes, na maioria das
vezes, é comensal, ndo causando doenca em seus hospedeiros. Entretanto,
existem cepas patogénicas que podem causar quadros de enterite e septicemia
(NATARO & KAPER 1998). Desta forma, & necessaria a identificagdo de cepas de
E. coli causadoras de enterite (NATARO & KAPER 1998, GYLES &
FAIRBROTHER, 2010).

O estudo de potenciais reservatérios de genes de viruléncia e o surgimento
de cepas emergentes de E. coli requerem a identificacdo dessas cepas,
particularmente as patogénicas, por meio de um grande numero de perfis usando

testes bioquimicos, microbiolégicos e genéticos (KUHNERT et al., 2000a).

3.3.1 Diagnastico bacteriano

As bactérias E. coli produzem col6nias de cor rosa em agar MacConkey
(Figura 4) e podem também apresentar atividade hemolitica em &gar-sangue
(QUINN et al.,, 2005). As colbnias, em meios nutrientes solidos em placa,
apresentam cerca de 1 a 3 mm de diametro, podendo apresentar as formas lisas e
rugosas, mas podem existir também coldnias com caracteristicas intermediarias e
mucoides. As colbnias lisas sdo convexas e brilhantes, possuem bordos regulares
e se dispersam em solucdo salina a 0,85%, enquanto as rugosas apresentam
aspecto e aparéncia grosseiras, contornos irregulares e dificilmente se dispersam
em solucédo salina (QUINN et al., 2005; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).
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Figura 4. Colbnias tipicas de Escherichia coli em agar MacConkey. Fonte: Arquivo pessoal.

Caracterizam-se por apresentar metabolismo anaerébio facultativo, pois
possuem metabolismo respiratério e fermentativo, sendo capaz de fermentar, com
producdo de acido e gas, a lactose e glicose (meio TSI) (QUINN et al., 2005;
ANDREATTI FILHO, 2007). Sao positivas para as provas de producédo de indol e
na reacao de vermelho de metila (VM) e negativas nos testes de Voges Proskauer
(VP) e utilizacao de citrato. As provas de mobilidade e lisina séo positivas, enquanto
a oxidase e hidrolise de ureia sdo negativas (Figura 5) (OLIVEIRA et al., 2004;
QUINN et al., 2005; BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).

W in
1Al

SIM Citrato Lisina Ureia VP VM

Figura 5. Provas bioquimicas caracterizando o isolado como Escherichia coli. Fonte: Arquivo

pessoal.

3.3.2 Diagnostico sorologico
Antes da identificacdo de fatores de viruléncia especificos de E. coli
causadoras de enterite, a sorotipagem era o método mais utilizado para identificar
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cepas associadas quadro clinico de diarreia, porém esta € uma técnica que
necessita de grande quantidade de materiais, ndo sendo usual sua utilizacao.

A determinacao dos sorogrupos e sorotipos de E. coli pode ser realizada a
partir da identificagcdo dos antigenos somaticos (O), capsulares (K), flagelares (H)
e em alguns casos fimbriais (Figura 6). Eles sdo importantes para a caracterizacao
de isolados associados as infec¢Bes e para estudos epidemiolégicos (NATARO &
KAPER, 1998).

Capsula (K)
LPS (O)

Membrana
celular

Flagelo (H)

J N e
® 9
Produgdo de toxinas =————a g ® =9
® o
Figura 6. Estrutura antigénica de E. coli. Fonte:

http://www.ecllab.com/contribute_images/Ecoli_EN.jpg adaptado

O antigeno somatico “O” é constituido por uma cadeia de polissacarideos
gue se projeta para 0 espaco extracelular e sua composicdo € extremamente
variavel entre as bactérias da mesma espécie. Esta estrutura determina a
existéncia de varios sorogrupos (FERREIRA & KNOBL, 2009).

O antigeno flagelar “H” ndo é utilizado com frequéncia na identificacédo
antigénica das cepas de E. coli, sendo que a presenca de flagelo ndo tem sido
correlacionada com a patogenicidade (BARCELOS, 2005; BERCHIERI JUNIOR et
al., 2009).

Os antigenos capsulares K, por sua vez, possuem polissacarideos
capsulares que protegem a membrana externa da parede do ataque do sistema
complemento e impedem a fagocitose (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Os antigenos fimbriais (F), estruturas proteicas que se projetam da superficie

da bactéria e permitem sua fixacdo a mucosa intestinal, também séo utilizados na
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classificacdo de cepas denominadas enterotoxigénicas (ETEC) (NATARO &
KAPER 1998).

Até o momento, sao descritos 177 antigenos somaticos, 100 capsulares e
52 flagelares. Existem ainda amostras rugosas, autoaglutinantes, que ndo podem
ser sorotipadas devido a perda parcial ou total da cadeia de polissacarideo
(ROCHA, 2008).

3.3.3 Diagnostico molecular

Com o avanco da ciéncia, sabe-se que 0s produtos génicos estdo mais
diretamente associados a patogenicidade da E. coli, em relagéo aos antigenos de
superficie. Portanto, avaliar somente a sorotipagem nao € suficiente para
caracterizar um isolado de E. coli como patogénico, embora existam diversas
associacoes entre sorotipos e viruléncia, bem como entre sorotipos e doencas.
Esse fato torna a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) a mais
indicada para identificacdo de patoétipos (FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2002;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A técnica de PCR é empregada na investigacdo de patdgenos, sendo uma
técnica rapida, especifica e sensivel (NATARO & KAPER 1998, GYLES &
FAIRBROTHER 2010).

Esta técnica proporciona a amplificacdo de uma regido selecionada do DNA
gue permite a deteccdo de determinado locus de viruléncia. Varios estudos
identificaram fatores de viruléncia em fezes de bezerros com e sem sinal clinico de
diarreia através dessa técnica (ANDRADE et al., 2012). Estudos com outras
espécies animais, como bufalos (COURA et al., 2019), também foram realizados
utilizando a deteccédo dos genes de viruléncia através da PCR.

Em Campo Grande-/MS, Salvadori et al. (2003) investigaram a prevaléncia
de fatores de viruléncia associados a patogenicidade de E. coli isolada de bezerros
com diarreia, utilizando ensaios fenotipicos e genotipicos, e demonstraram
resultados satisfatérios com a utilizacdo da PCR. Eles detectaram 20 (9,75%)
isolados apresentando toxina Stx-1, 13 isolados (6,34%) com Stx-2, CNF1 foi

identificado em um isolado (0,5%), CNF2 em nove isolados (4,4%), LT-Il em 17
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amostras (8,3%) e STa em oito (3,9%), demonstrando que esses patotipos podem
estar associados a enterite.

Na regido Sul do Brasil, Junior SFV et al. (2017) encontraram fatores de
viruléncia em quatro (26,6%) de 15 amostras de fezes diarreicas e em oito (32%)
de 25 amostras nado diarreicas. O fator Stx1 (STEC) foi identificado em cinco
isolados (12,5%), Eae (EPEC) e Sta em um (2,5%), Eae e F41 em dois (5%) e Eae
e Sta em um (2,5%) isolado.

Ja em amostras humanas, Costa et al. (2010) demonstraram a diversidade
de patotipos de E. coli isolados de individuos infectados pelo HIV (Human
Immunodeficiency Virus), com predominio de EIEC e EPEC atipicas, através de
sistemas de PCR multiplex, que é uma metodologia econdmica e eficiente para
rapida triagem e identificacéo de isolados, dando suporte as atividades de vigilancia
epidemiologica desenvolvidas pelos institutos de saude publica.

A classificacdo dos isolados faz-se necessaria para identificar os genes
associados a fatores de viruléncia presentes nas amostras, chegando ao patétipo
associado a enterite, sendo que alguns destes apresentam risco a saude publica.
E, como citado, a PCR vem se apresentando como um meétodo rapido e sensivel

de diagnastico.

3.4 Resisténcia antimicrobiana

O tratamento de enterite com antimicrobianos de escolha aleatoria nem
sempre apresenta bons resultados, enquanto o uso de um antimicrobiano
especifico pode reduzir a ocorréncia de resisténcia dos micro-organismos
(CONSTABLE, 2009). Para tal, sdo realizados testes de sensibilidade a
antimicrobianos com discos impregnados com antibiéticos, para verificar a
sensibilidade do isolado (BAUER et al., 1966).

E necessério também utilizar um protocolo de dose que atinja e mantenha
concentracdo terapéutica eficaz no local da infeccdo, tratar por um periodo
adequado, evitar residuos e efeitos locais ou sistémicos adversos, e minimizar o
potencial para transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos
(CONSTABLE, 2009).
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Uma vez que a resisténcia pode ser transferida de animais para humanos,
ela se torna ainda mais importante, pois a alta prevaléncia de multirresisténcia em
amostras de origem animal pode representar um risco para o homem (TROBOS et
al., 2009; HUNTER et al., 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos esté relacionada ndo somente ao uso
desses, mas também com o notadvel nimero de mecanismos genéticos para
desenvolvimento de resisténcia presentes nas bactérias, como a possibilidade de
apresentar mutagcdo, manifestar um gene cromossomal, adquirir novo material de
resisténcia genética pela troca direta de DNA por conjugacdo, por meio de
bacteriofago (transducéo), através de plasmideo de DNA (também por conjugacao)
ou ainda por aquisi¢cdo de DNA, via transformagédo (KHACHATRYAN et al., 2005).

A acdo dos antimicrobianos é focada em quatro principais mecanismos
biologicos: biossintese da coenzima folato, biossintese da parede celular,
biossintese de proteina e replicacao e reparo de DNA (WALSH, 2003).

Os antimicrobianos de primeira escolha para o tratamento de enterite em
bezerros sistematicamente doentes incluem: ampicilina (10 mg/Kg, IM, 12/12h),
sulfonamida (25 mg/Kg, IV ou IM, 1X/dia), e amoxicilina oral (10 mg/Kg, 12/12h),
podendo esta ser administrada sozinha ou combinada com clavulanato de potassio
(12,5 mg/Kg, 12/12h) (CONSTABLE, 2004).

Antimicrobianos de segunda escolha sdo as cefalosporinas de terceira e
guarta geracdo, como ceftiofur e cefquinoma; e o de terceira escolha é a
fluorquinolona (CONSTABLE, 2009).

3.5 Prevencao

Varios métodos visam o controle das enterites, como habitacdo adequada e
higiene, colostragem eficiente e a vacinacdo da vaca seca (Foster e Smith, 2009).

A separacao dos bezerros de suas maes nas primeiras 24 horas € muito
comum nos rebanhos leiteiros e pode determinar oferta inadequada de colostro.
Estudos demonstram que a administracdo de colostro de boa qualidade e em
guantidade suficiente (10% do peso do bezerro, dividido em duas porcdes diarias)
€ uma pratica que deve ser recomendada para a prevencdo da ocorréncia de
enterites nos recém-nascidos (MEGANCK et al., 2015).
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A vacinacgdo pré-parto de fémeas no término da gestacado constitui medida
de manejo eficaz na prevengao da diarreia. As vacinas utilizam bacterinas contendo
as fimbrias F5 e F41 que induzem resposta imune humoral anti-F5 e anti- F41 em
bezerros lactentes, estimulando a formacao de anticorpos e, consequentemente, a
producéo de colostro de maior potencial de protecdo (FOSTER & SMITH, 2009).

O local de criacao e as praticas de manejo sdo importantes por influenciarem
a incidéncia de colibacilose. Praticas de criagdo em gaiolas ou em casinhas, que
nao permitam o contato entre as terneiras diminui consideravelmente a incidéncia
da doenca. ApGs o nascimento o umbigo tem que ser mergulhado em iodo a 2%;
também pode ser amarrado proximo a parede abdominal com fio de algodao.
Animais doentes devem ser isolados do restante do grupo e receber tratamento.
Em rebanhos de corte, a orientacéo é de que a area de paricéo seja bem drenada,
seca e para cada par, vaca-bezerro, deve haver um espaco de pelo menos seis
metros quadrados, sempre com o cuidado de evitar super lotagcdo na area de
paricdo (SMITH et al., 2004).
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CAPITULO 2
Artigo
(Artigo formatado seguindo as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia)
CARACTERIZAC;AO MOLECULAR E FENOTIPICA DE Escherichia

coli CAUSADORA DE ENTERITE EM BEZERROS
J.F. Tutijat, C.R.B. Leal?

tAluna de p6s-graduagéo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - Campo Grande, MS

2Docente -Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - Campo Grande, MS

Resumo

Cepas de Escherichia coli causadoras de enterite sdo consideradas importante causa de
diarreia em bezerros. Para correta identificacdo, esses micro-organismos devem ser
diferenciados dos membros ndo patogénicos da microbiota intestinal. As E. coli patogénicas
podem ser classificadas em cinco patétipos, de acordo com seu mecanismo de
patogenicidade, sendo estes: E. coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), produtora da toxina de Shiga (STEC) e necrotoxigénica
(NTEC). Este trabalho teve por objetivo caracterizar os isolados de E. coli em bezerros,
quanto a presenca de genes de viruléncia causadores de enterite no estado de Mato Grosso
do Sul e avaliar a sensibilidade dos isolados frente a diferentes antimicrobianos. Foram
identificadas bioguimicamente como E. coli 176 amostras e realizado antibiograma.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a PCR e 35 foram positivas para 0 gene eae
(19,88%), stx1 135 (76,70%), stx2 62 das amostras (35,22%), sta 159 (90,34%), Itll 35
(19,88%) e para o0 gene cnfl e 2 nenhuma amostra foi positiva. De acordo com esses
resultados, os isolados foram identificados em patétipos, sendo 3 EPEC, 32 EHEC, 122
STEC e 163 ETEC. Em relacédo a sensibilidade antimicrobiana, 77,2% dos isolados foram
resistentes a trés ou mais grupos farmacoldgicos, caracterizando-0s como multirresistentes,
essa multirresisténcia contribui para a ocorréncia de infeccGes bacterianas resistentes aos
antimicrobianos na espécie humana, levando ao alerta para importancia da Sadde Unica.
Esse estudo fornece dados epidemioldgicos importantes sobre a doenca no estado e no
Brasil, e torna relevante a preocupacdo em relacdo ao uso indiscriminado de
antimicrobianos.

Palavras-chave: diarreia, bovinos, DNA.
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Abstract

Escherichia coli strains that lead to enteritis are considered an important cause of diarrhea
in calves. For correct identification, these microorganisms must be differentiated from the
non-pathogenic members of the intestinal microbiota. Pathogenic E. coli can be classified
into five pathotypes, according to their pathogenic mechanism, which are: E. coli
enteropathogenic (EPEC), enterotoxigenic (ETEC), enterohemorrhagic (EHEC), producer
of Shiga toxin (STEC) and necrotoxygenic (NTEC). This work aimed to characterize E. coli
isolates in calves, regarding the presence of virulence genes that cause enteritis in the state
of Mato Grosso do Sul and to evaluate the sensitivity of the isolates to different
antimicrobials. A hundred seventy six samples were biochemically identified as E. coli and
antibiogram was performed. Subsequently, the samples were submitted to PCR and 35 were
positive for the eae gene (19.88%), stx1 135 (76.70%), stx2 62 of the samples (35.22%), sta
159 (90.34% ), Itll 35 (19.88%) and for the cnfl and 2 gene, no samples were positive.
According to these results, the isolates were identified in pathotypes, being 3 EPEC, 32
EHEC, 122 STEC and 163 ETEC. Regarding antimicrobial sensitivity, 77.2% of the isolates
were resistant to three or more pharmacological groups, characterizing them as multidrug-
resistant, this multidrug resistance contributes to the occurrence of bacterial infections
resistant to antimicrobials in the human species, leading to the alert for the importance of
Health Only. This study provides important epidemiological data on the disease in the state
and in Brazil, and makes the concern regarding the indiscriminate use of antimicrobials
relevant.

Key words: diarrhea, cattle, colibacillosis, DNA.

Introducéo

Escherichia coli € uma bactéria de importancia para neonatos bovinos devido a
infeccdes intestinais e extraintestinais. Cepas desta bactéria sdo comumente isoladas de
fezes, na maioria das vezes sdao comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros
(Nataro; Kaper, 1998). No entanto, existem cepas de E. coli patogénicas que sdo agrupadas
de acordo com seus mecanismos de patogenicidade em patotipos, sendo frequentemente
associados a doencas e lesdes em animais (Barnes et al., 2003; Kndbl et al., 2006; Berchieri

Junior et al., 2009). Em bezerros, ja foram identificadas cepas de E. coli enterotoxigénica
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(ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC). Os demais isolados, como E.
coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa
(EAEC), ainda ndo foram confirmados como causadores de enterite em bovinos (Nataro;
Kaper, 1998; Debroy; Maddox, 2001; Gyles; Fairbrother, 2010).

Para confirmacdo de enterite por E. coli é necessaria a identificacdo dos patétipos
causadores de enterite. Varios estudos identificaram fatores de viruléncia em isolados
obtidos em fezes de bezerros com e sem sinal clinico de diarreia (Nataro; Kaper, 1998;
Gyles; Fairbrother, 2010) por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
sendo uma técnica rapida e sensivel (Andrade et al., 2012).

O tratamento de enterite com antimicrobianos nem sempre apresenta bons resultados,
mas 0 uso de um antimicrobiano especifico pode diminuir a ocorréncia de resisténcia dos
micro-organismos (Constable, 2009). Para tal, sdo realizados testes de sensibilidade
antimicrobianos com discos impregnados com antibiéticos, para verificar a sensibilidade do
isolado (Bauer et al., 1966).

Uma vez que a colibacilose € uma importante causa de perda econémica em fazendas,
séo necessarios estudos detalhados dos fatores de viruléncia produzidos por cepas de E. coli
em animais de criagd@o, pois pouco se sabe se essas cepas Sdo patogénicas ou nao, devido
principalmente a0 método de diagnostico ser caro e exigir profissionais qualificados.
Portanto, este trabalho teve por objetivo caracterizar os isolados de E. coli em bezerros,
quanto a presenca de genes de viruléncia causadores de enterite e determinar o perfil de

resisténcia a antimicrobianos no estado de Mato Grosso do Sul.

Material e Métodos

Amostras

O presente estudo foi submetido e aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais
da UFMS sob o numero 1.002/2018.

Foram coletadas 176 amostras de fezes provenientes de bezerros com um a 60 dias
de vida (divididos em duas categorias, um a 30 dias e 31 a 60 dias). As fezes foram
analisadas segundo Walker et al. (1998), quanto ao aspecto visual macroscopico, a presenca

de estrias de sangue e classificadas em diarreicas e ndo diarreicas.
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As amostras foram provenientes de quatro macrorregides de Mato Grosso do Sul,
sendo cinco fazendas no municipio de Campo Grande (20°26'34"S e 54°38'47"W) (39
amostras), uma em Sonora (17°34'37"S e 54°4528"W) (25 amostras), uma em Rio Verde do
Mato Grosso (18°55'05"S e 54°50'39"W) (15 amostras), uma em Rochedo (19°56'55"S e
54°52'49"W) (11 amostras), duas em Agua Clara (20°26'53"S e 52°52'41"W) (45 amostras),
uma em Chapadao do Sul (18°47'39"S e 52°37'22"W) (15 amostras), uma em Rio Brilhante
(21°48'07"S e 54°32'47"W) (15 amostras), e uma em Miranda (20°14'26"S e 56°22'42"W)
(11 amostras) (Figura 1).Na amostragem, havia propriedades produtoras de gado de corte
(149 amostras) e também de gado de leite (27amostras). Do total de amostras, 66,47% eram

provenientes de cruzamento e 33,5% eram da raca Nelore.

BO

Qe
L/ [] Leste

B Sudeste

B Pantanal

Figura 1. Mapa do estado de Mato Grosso do Sul dividido em macrorregifes, sendo indicada em preto a
localizagdo das propriedades amostradas no presente estudo. Fonte: Fonte: IBGE, SEMAC, 2010. Org. SILVA,
L. 2016

As amostras foram coletadas em sacos plasticos diretamente da ampola retal dos
animais e mantidas resfriadas (4 °C), ou em swab contendo meio Stuart, por até 48 horas.
Em seguida, foram encaminhadas ao Laboratdrio de Bacteriologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).
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Juntamente com as amostras bioldgicas, foram coletados dados clinicos (sinais
clinicos em geral de cada animal) e epidemioldgicos (espécie, procedéncia, idade, entre
outros) de cada animal por meio de um questionario (anexo 1).

No laboratério, as amostras foram semeadas em placas contendo dgar MacConkey,
sendo incubadas a 37° C £ 1° C por 18 a 24 horas. Apds o periodo de crescimento inicial, as
amostras provenientes do cultivo foram separadas de acordo com caracteristicas das col6nias
e morfotintoriais (colora¢do de Gram).

Uma bateria de provas bioquimicas especificas para enterobactérias foi realizada,
sendo utilizados os meios: agar TSI (Triplo Acucar Ferro), SIM (Sulfureto, Indol,
Motilidade), Citrato de Simmons, Fenilalanina, Lisina Ferro, caldo Ureia e MRVP
(Vermelho de Metila e Voges-Proskauer). Amostras que apresentaram caracteristicas
bioguimicas compativeis com o género Escherichia coli realizou-se o antibiograma.

Para o antibiograma, foi utilizado o método de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966)
empregando os seguintes antibidticos: florfenicol, tetraciclina, gentamicina, oxacilina,
sulfazotrim, penicilina G, norfloxacina, cefalexina, enrofloxacina, cefalotina, amoxicilima e
amoxicilina + acido clavulanico.

Para a analise molecular, foi realizada a extragdo do DNA, os isolados que estavam
em agar MacConkey foram semeados em caldo BHI (infusdo de cérebro e coracdo) e, apds
24 horas, foi realizada sedimentacdo por centrifugacdo a 10.000 xg por cinco minutos. A
extracdo de DNA foi realizada a partir do sedimento, segundo protocolo descrito por Araujo
et al. (2009). A analise da pureza do DNA e quantificacdo foi realizada em NanoDrop™
OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer.

As reacOes de PCR para cada gene foram realizadas em volume final de 25 pL,
contendo 2,5 ul de tamp&o 10x (20 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM de KCI), 1,5 mM de
MgCI2, 0.2 mM de dNTP , 1.25 U de Taq DNA polimerase (5 U/uL), 10 pmol de cada
primer (100 ng/uL) e 2 uL de DNA(concentracdo media de DNA 1.113.656 ng/ul). As
condicdes de amplificacdo compreenderam uma desnaturacao inicial a 94°C por cinco min,
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto e meio, anelamento a 50/52/ ou 56°C por
um minuto e meio e extensdo a 72°C por um minuto e meio. Uma etapa de extensdo final a

72°C por dez reais foi realizada. Os iniciadores utilizados sdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificar por PCR fatores de

viruléncia em isolados de Escherichia coli de bezerros em Mato Grosso do Sul, Brasil.

Fatores de | Iniciador | Sequéncia (5'—3') Produto | Temperatura | Referéncia
viruléncia (genes) (pb) de
anelamento
Toxina ST-1 CTGTATTGTCTTTTTCACCT 182 56°C Tornieporth
termoestavel (est) (1995)
ST-2 GCACCCGGTACAAGCAGGAT
Toxina temolabil LT-1 AGATATAATGATGGATATGTATC @ 300 52°C SCHULTZS
(elt) etal., (1993)
LT-2 TAACCCTCGAAATAAATCTC
Intimina (eae) EAE-1 AAACAGGTGAAACTGTTGCC 454 50°C Yu (1992)
EAE-2 CTCTGCAGATTAACCTCTGC
Toxina Shiga 1 STX-1*¥ = ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC @ 180 56°C Paton (1998)
(stx1)
STX-1B | AGAACGCCCACTGAGATCATC
Toxina Shiga 2 STX-22 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 56°C Paton (1998)
(stx2)
STX-2B | TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
Necrosantes Cnfl GAACTTATTAAGGATAGT 543 56°C Blanco et al.
citotoxicos (Cnf) CATTATTTATAACGCTG (1998)
Cnf2 AAT CTA ATT AAA GAG AAC 543 56°C Blanco et al.
CATTATTTATAAGCGTG (1998)

Os produtos amplificados foram analisados apds eletroforese em gel de agarose a

2%, corados com GelRed®, e as imagens foram registradas com auxilio de sistema de

fotodocumentacéo.

Os isolados de E. coli foram classificados em patétipos conforme descrito na Tabela

2.
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Tabela 2 — Classificacdo dos patétipos de Escherichia coli de acordo com o gene de
viruléncia (Costa et al., 2010).

Categorias patogénicas Genes de viruléncia caracteristicos
EPEC eae (intimina) com auséncia de stx

ETEC elt (Itll) e/ou est sta (enteroxinas)

EHEC stx1 ou stx2 e eae (intimina)

STEC stx1 e/ou stx2

Na analise estatistica, os resultados foram avaliados com associacdo entre 0s
patotipos e caracteres epidemioldgicos (raca, sexo, coloracéo e aspecto das fezes) por meio
de analise de variancia no programa SAS®, em que o0s dados binomiais foram transformados
em porcentagem e realizado o Glimmix no programa. Para o antibiograma e regides

avaliadas, foi utilizada a analise descritiva.

Resultados

Dos 176 animais, 149 (84,65%) apresentaram fezes desde pastosas a liquidas com ou
sem a presenca de sangue e foram caracterizadas como diarreicas, e 27 (15,34%) néo
apresentavam diarreia. Em todos as amostras de fezes foram isoladas coldnias bacterianas,
as quais foram identificadas bioquimicamente como Escherichia coli (glicose +, lactose +,
H>S -, motilidade +, Indol +, citrato -, lisina ferro +, presenca de gas, ureia -, vermelho metila
+ e voges- proskauer -).

Apos analises bacterioldgicas, as 176 amostras tiveram seu DNA analisado por meio

da técnica de PCR para deteccédo de sete genes de viruléncia (Figura 2).
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* LT2 eae STX1 STX2 STa

Figura 2. Eletroforese de amostras positivas em gel de agarose 2% utilizando marcador molecular de 50 pares

de base, com visualizacdo de bandas de genes de viruléncia (It2, eae, stx1, stx2 e sta)

De acordo com esses resultados, os patotipos encontrados foram classificados
conforme a tabela 3.

Em todas as propriedades (rurais) observou-se com maior frequéncia o patotipo
ETEC (92,61%), seguido de STEC (63,63%) e EHEC (18,18%), com excecdo da
propriedade do municipio de Sonora que nao apresentou nenhuma cepa de EHEC. O patétipo
EPEC foi encontrado com menor frequéncia (1,13%), sendo descrito em apenas duas
propriedades com uma amostra positiva em cada, localizadas em Agua Clara e Rio Verde de
Mato Grosso. Um Udnico isolado ndo apresentou nenhum patétipo, sendo o isolado
proveniente de um animal com diarreia. Houve também casos em que apareceram mais de
dois patétipos por isolado, com maior frequéncia de ETEC + STEC (61,93%), seguido de
ETEC + EHEC (15,34%) e ETEC + EPEC (1,13%).
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Tabela 3. Classificacdo em pat6tipos dos isolados de E. coli obtidos no presente estudo

quanto ao perfil dos genes de viruléncia encontrados.

Genes de viruléncia Namero de isolados Patétipo

eae + Itll 2 EPEC + ETEC

It 1 ETEC

sta 20 ETEC

It + sta 5 ETEC
eae + stx1 + sta 7 EHEC + ETEC
eae-+stx1+sta+ltll 3 EHEC + ETEC
eae+stx1+stx2+sta+Itll 4 EHEC + ETEC
eae+ stx2+ sta 1 EHEC + ETEC
eae+ sta+ stx1+ tx2 12 EHEC+ ETEC

stx1 + stx2 3 STEC

stx1 5 STEC

stx2 3 STEC
stx1 + sta 56 STEC + ETEC
stx2 + sta 1 STEC + ETEC
sta+ stx1 +stx2 34 STEC + ETEC
stx1+ Itll+ sta 9 STEC + ETEC
stx2+ltl1+sta 2 STEC + ETEC
stx1 +stx2+ sta+ltll 7 STEC + ETEC

Apos andlise estatistica, observou-se associacdo significativa entre o patétipo STEC
e a raca nelore (p= 0,0065). Né&o foi observada associacdo entre a presenca do patétipo em
relacdo a idade, sexo, aspecto e coloracéo das fezes.

Apos a realizacdo do antibiograma, 3,40% dos isolados apresentaram resisténcia a
um grupo de antimicrobianos e 77,2% foram resistentes a trés ou mais grupos,
caracterizando-os como multirresistente (Magiorakos et al., 2012). Os resultados do perfil
de suscetibilidade dos 176 isolados de Escherichia coli oriundos de fezes de bezerros, com

e sem diarreia, estdo demonstrados na figura 3.
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Resultado da avaliagdo antimicrobiana

AMO @ AMC OXA | PEN CFE CFL GEN TET SUT EN NOR FLF
M Resistente  64.804 25.14 100 100 46.927 68.715 20.67 87.151 50.838 38.547 27.374 13.408
M Sensivel  35.196 74.86 0 0 53.073 31.285  79.33 12.849 49.162 61.453 72.626 86.592

100
90
8
7
6
5
4
3
2
1

Percentual de resisténcia (%)
O O O O O o o o o

Figura 3. Resultados da avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana. Antibidticos: AMO: amoxicilima e
AMC: amoxicilina + acido clavulanico. OXA: oxacilina, PEN: penicilina G, CFE: cefalexina, CFL:
cefalotina, GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, SUT: sulfazotrim EN: enrofloxacina, NOR: norfloxacina,
FLF: florfenicol.

A multirresisténcia foi observada em maior percentual nos patétipos ETEC
,02%), 0) e por ultimo ,5%).
(71,02%), STEC (50%) iltimo EHEC (12,5%)

Discusséo

Em bovinos, ETEC é o patdtipo encontrado com maior frequéncia (Rigobelo et al.,
2006). No presente estudo, em 92,61% dos isolados foi identificado esse patotipo, sendo que
90,34% dos isolados foram positivos para sta; 15,34% para sta +, e somente 2,27% para It
I1. Resultados semelhantes foram descritos por Hirish (2003) que, ao analisarem outros tipos
de amostras, como isolados de alimentos, também relataram que estirpes que produzem
somente ST (enterotoxinas termoestaveis) sdo as mais comuns, seguidas por aquelas que
secretam tanto ST como LT (enterotoxinas termolabeis) e depois por aquelas que secretam
somente LT. Nossos resultados para o gene sta foram superiores aos relatados por Lazaro et
al. (1994), Salvadori et al. (2003) e Rigobelo et al., (2006). Em relacdo ao gene Itll,
Salvadori et al. (2003) encontraram 8,3% em isolados de E. coli, resultado inferior aos
dos isolados de E. coli aqui descritos.

No presente estudo, os animais tinham até 60 dias, sendo o patétipo ETEC
encontrado com maior frequéncia em animais até uma semana de vida (Foster & Smith 20009,

Blanchard 2012), porém ndo foi observada associacdo em relacdo a idade e este patétipo.
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Diversos pesquisadores encontraram esse patotipo em bezerros com mais de uma semana de
idade (Gudiler et al. 2008, Bartels et al. 2010, Coura 2011, Andrade et al. 2012). A raz&o da
restricdo da infeccdo por ETEC a primeira semana de idade dos bezerros ndo é totalmente
conhecida. Uma das justificativas é que os receptores para as fimbrias sdo mais expressos
em células imaturas das vilosidades intestinais. Assim, a maturacéo intestinal pos-natal
limita a infecgdo por ETEC em bezerros com menos de uma semana de idade (Blanchard
2012).

Em humanos, ETEC é uma das principais causas de enterite em viajantes e criancas
com menos de cinco anos (Rigobelo et al., 2006). Em 2010, um estudo da Global Burden of
Disease (GBD) estimou a mortalidade anual por doengas devido a ETEC em 157.000 mortes
- 9% de todas as mortes atribuidas a enterite e aproximadamente 1% de todas as mortes em
criancas de 28 dias a cinco anos (Lozano et al., 2012), muitos dos casos associados a
intoxicacgdes alimentares em escolas (Pakalniskiene et al. 2006). Em 138 isolados de bovinos
de corte houve identificagdo de ETEC (96,29%) e em 26 isolados de leite (92,61%).
Portanto, tanto a ingestdo de carne bovina, quanto a ingestdo de leite podem gerar risco a
populacdo por carrearem esse patotipo, especialmente quando houver o consumo desses
alimentos sem processamento adequado.

Em relacdo as STEC, as taxas de colonizacdo em rebanhos bovinos sdo variadas,
podendo chegar a 60%, mas as taxas tipicas variam de 10 a 25% (Tristdo et al., 2007). Em
alguns casos (Urdhal et al. 2003), elevadas frequéncias de STEC foram encontradas em fezes
de ovinos (87,6%) e bovinos (64,6%) na Noruega, achados semelhantes aos do presente
estudo, em que 0s genes stx1 e stx2 estiveram presentes em 68,18% dos isolados. Este fato
gera preocupacao, pois as STEC sao isoladas usualmente de animais sadios (Ferreira et al.,
2018), como no presente estudo, em que 6,25% dos isolados eram provenientes de bezerros
sem sinal clinico de diarreia. 1sso ocorre devido ao fato de os ruminantes ndo possuirem
receptores para Stx no endotélio vascular, por isso sinais sistémicos ndo sdo observados
(Mainil 2013). Os 93,75% dos isolados que apresentavam STEC, em animais com diarreia,
podem ser atribuidos as associacdes dos patétipos STEC+ ETEC, sendo, portanto, a

sintomatologia causada por ETEC.

No presente estudo, em 4,54% dos isolados foram positivos para EHEC, os animais
também ndo apresentavam sinais clinicos, porém também existiam animais sintomaticos.

Uma explicacdo para isso é que os animais afetados por EHEC apresentam les6es A/E e ndo
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somente por stx (DebRoy & Maddox 2001, Gyles & Fairbrother 2010). Em um estudo sobre
a prevaléncia de E. coli 0157 em porcos e bovinos, 0s animais que abrigavam esses isolados
eram assintomaticos, enquanto os seres humanos apresentavam casos de diarreia (Ateba et
al., 2008). Esse patOtipo pode provocar colite hemorragica (diarreia com sangue), e
complicacBes adicionais que resultam na sindrome hemolitica urémica (SHU)

potencialmente fatal (Momtaz et al., 2012).

Em relacdo a EPEC, nosso estudo encontrou apenas 1,13% dos isolados positivos,
sendo este 0 segundo menos presente. Esse patétipo é um patdgeno intestinal que causa
quadro de enterite aguda e persistente em animais e seres humanos (Kleta, 2014). No Brasil,
E. coli enteropatogénica é um dos principais micro-organismos responsaveis por enterite em
criancas até um ano de idade (Gomes et al., 1991; Scaletsky et al., 2001). Pereira et al.
(2014), ao analisarem amostras fecais de vacas leiteiras do Estado de S&o Paulo, encontraram

somente o gene eae em 5,6%, demonstrando as baixas taxas desse isolado.

N&o foi identificado nenhum dos isolados como NTEC, pois as amostras foram
negativas tanto para Cnfl, quanto para Cnf2. Resultados semelhantes foram observados em
outros estudos, como o de Salvadori et al. (2003) que, ao analisar 205 isolados, encontraram
Cnfl em um (0,5%) e Cnf2 em nove isolados (4,4%). Ja segundo Mahanti et al. (2014), de
336 isolados, sete (1,9%) foram positivos, 0 que demonstra a baixa prevaléncia desse
patotipo nos rebanhos. Em relacao ao Unico isolado em que ndo houve a presenca de nenhum
patotipo, mas o animal apresentava diarreia, esta pode ocorrer devido a outros agente, como

virus, protozoarios e bactérias que nao foram pesquisados.

A disseminacdo desses patotipos entre os rebanhos domésticos de ruminantes pode
causar preocupacoes adicionais relacionadas ao surgimento e a disseminacao de bactérias
resistentes a antimicrobianos, em resposta ao amplo uso dessas moléculas para tratar doencas

infecciosas em animais jovens (Bogaard e Stobberingh, 2000).

O padréo de resisténcia mais comum foi a oxacilina e penicilina (100%), resultados
que corroboram os achados de Shahrani, Dehkordi e Momtaz (2014), que ap6s avaliacdo do
perfil de resisténcia de STEC provenientes de bezerros com diarreia, também encontraram
100% de resisténcia a penicilina. Segundo Nepomuceno et al. (2016), E. coli é naturalmente

resistente a penicilina G, portanto, é comumente esperado uma alta resisténcia.
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O terceiro antibidtico ao qual os isolados apresentaram maior resisténcia foi a
tetraciclina, com 87,15%, resultados semelhantes aos de Costa et al. (2006) e Franco et al.
(2010) em estudos com suinos, cuja resisténcia observada foi de 88,6% e 70,6%,
respectivamente. Apds 0 questionario epidemiolégico, observou-se que todas as
propriedades relataram ja ter utilizado a tetraciclina em algum momento durante o manejo.

O antibi6tico ao qual as bactérias apresentaram maior sensibilidade foi o florfenicol
(86,5%). Variacdes entre sensibilidade e resisténcia podem ocorrer de acordo com fatores
relacionados a populagdo bacteriana existente e ao uso indiscriminado de antimicrobianos
(Lazaro et al, 1994; Mota et al., 2000). Sato et al. (2015) em um estudo com isolados de
leitdes encontraram resisténcia em 95,2%. Ja em um estudo realizado por Mota et. Al (2000)
observou-se indices de sensibilidade de 85% frente a esse farmaco.

Existem evidéncias que mostram que o uso de antimicrobianos na medicina
veterinaria contribui para a ocorréncia de infecgbes bacterianas resistentes aos
antimicrobianos na espécie humana, o que alerta para a importancia da Saude Unica
(Bogaard e Stobberingh, 2000; Mota et al., 2005; Trobos et al., 2009).

Determinar a prevaléncia dos genes de viruléncia em uma populacdo ajuda a
direcionar o médico veterinario a realizar o manejo adequado nas propriedades, assim como
verificar se a causa da enterite tem relagdo com Escherichia coli, ja que esses quadros
entéricos podem ocorrer por diversos fatores. Alem disso, a determinacdo da prevaléncia
pode diminuir a incidéncia de doencas em humanos.

Outra preocupacdo considerada foi em relacdo as cepas multirresistentes que
compuseram a maior parte dos isolados, devendo-se alertar os médicos veterinarios a
utilizarem os antimicrobianos com cautela. No trabalho em questdo, ndo foi indicada a
escolha de penicilina, oxacilina e tetraciclina, que foram os antibi6ticos mais utilizados nas
propriedades e que apresentaram maior grau de resisténcia. Uma alternativa € utilizar o
antibiograma em casos de surtos ou apds a identificacdo da patogenicidade da cepa isolada,
para diminuir perdas econdmicas decorrentes do uso desses medicamentos.

O estudo demonstrou que, em bezerros com diarreia, até 60 dias de vida, no estado
do Mato Grosso do Sul, houve predominio do pat6tipo ETEC nos isolados de E. coli e estes
demonstraram multirresisténcia aos antibidticos comumente utilizados no tratamento dessa

enfermidade.
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Do07R2049

ad referendum:

SENUFMS - 1345687 - Resolugio

Servigo Pablico Federal
Ministério da Educacio

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

—

UFMS

RESOLUCAQ N2 59, DE 08 DE JULHO DE 2019.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE MESTRADO E
DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas atribuicdes legais, resolve,

Aprovar os projetos dos mestrandos referentes a disciplina “Projetos”, a qual foi
ofertada no primeiro semestre de 2019, conforme constam na tabela abaixo:

Orientador Aluno Titulo do Projeto
\Andlise comparativa da utilizagdo do plasma rico em
greno _Fetna.ndes Barreto Julia Lourengo Bitencourt  [plaguetas autologo e ozonizado, no tratamento de
Ampaio lendometrites em éguas
[dentificagdo de escherichia coli diarreicogénicas em
Cassia Rejane Brito Leal [Juliane Francielle Tutija lbezerros atraves caracterizagio molecular e

lespectroscopia por infravermelho

Eric Schmidt Rondon

\Alisson Santos Reginaldo

[Determinagio da concentragio plasmatica de minerais
lem cdes portadores de Leishmania infantum orundos
}do municipio de Campo Grande/MS

Eric Schmidt Rondon

Pedro Sant”Ana de Camargo

[Efeitos da osmolaridade e da ozonizagio sobre a
formagdo de aderéncias abdominais e a cicatrizagdo

Fernando de Almeida . . [Fesisténcia de rhipicephalus (boophilus) microplus
Borges elina dos Santos F icontra acaricidas comercialmente disponiveis no brasil

\Caracterizacio de antigenos totais de nematodas
Fernando Paiva gﬂ g d;P::;e]la Fernandes lgastrintestinais pela resposta imune humoral de

= Santos Veleso bovinos naturalmente infectados

\Avaliagdo seriada das alteragdes clinicas, laboratoriais

Mariana Isa Poci Palumbo getsi::;: LN;::: Naumana e eletrocardiograficas em felinos domésticos com
“q lobstrugdo vretral

Ricardo Antonio Amaral lCarolina de Castro Guizelini S:lsh_ama_mteg&lmdo de .dclagu{:stlco mdﬂmr,;as de
e Lemos bovinos: do sinal clinico ao diagnéstico concl

hitips:iiseiufms.briseicontrolador php ?acac=documento_imgrimir_web&acao_origem=anvore_visuakzarkid_documento=1707 848 Einfra_sistenis
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SENUFMS - 1345667 - Resolugao

ELIANE VIANNA DA COSTA E 5ILVA

- Documento assinado eletronicamente por Eliane Vianna da Costa e Silva,
SEI! El Presidente de Colegiado, em 09/07/2019, s 09:01, conforme hordrio oficial de
Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8

degutupro de 015

assinaiuira
eletndnica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
L hitps://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?
* arao=documento _conferir&id orgao_acesso _externo=0, informando o codigo verificador

2 1345667 e o codigo CRC A3ADADSEG.

COORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAC EM CIENCIAS VETERINARIAS

Au Costa e Silva, sin® - Cidade Universitaria
Fone:
CEP TB070-800 - Campo Grande - M5
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Referéncia: Processo n? 23104 005137,/2019-14 SEIn2 1345667



45

Servico Plblicy Federal
Ministénio da Educacao

- Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul | <=2

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Identificacio dos genes de viruléncia de
Eschenichia eoli em diarrera de bezemmos™, regisirada com o n® 1.00272018, sob a responsabilidade
de Cassia Rejane Brito Leal - que envolve a utilizagiio de ammais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesqmsa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Antmal (CONCEA), e
fo1 aprovada pela COMISSA0 DE ETICA NO UsQO DE ANIMAIS/CEUA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROS50 DO SUL/UFMS, na 107 reumido ordinana do

dia 08/11/2018.
FINALIDADE L ) Ensino ( x) Pesqmsa Cientifica
[Vigéncia da autonzacio [07/01/2019 a 15/12/2020
[Espécie/Linhagem/Raca Bos indicus
[N° de animais 150 Machos + 50 Fémeas = 200
[Peso/Idade |60 dias
Sexo [Machos e Fémeas
Ongem |Famndas de Produgio/MS
Joice Stein
Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 13 de novembro de 2018.
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- Cocumento assinado eletronicamente por Joice Stein, Professor do
SEI!- “j Magisterio Superior, em 19/11/2018, as 13:19, conforme horadrio oficial

“J { de Mato Grosso do Sul, com fundamento ne art. 62, § 12, do Decreto n?
8.539 de § de gutubro de 2015,

i ahana
wlatrbnica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
1 https-//sei.ufms.brfseifcontrolador_externc.php?
acag=documents conferirfid oreao acesso externo=0, informando o
codigo verificador 0881866 e o codigo CRC 94F2F973.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
&y Costa e Hiva, 5in® - Cldade Universitara
Fone:
CEP TE0TD-900 - Campo Grande - M3

Refar&mcin: Prooesso n® 23104042535,/ 2018-22 SEl n2 DEB1EGG



1004
1005

1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032

47

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacgao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- LABAC

Questionario Epidemioléqgico

Responsavel pelo preenchimento:

Proprietario: Cel. email

Propriedade Regido:

. Propriedade:
Area total da propriedade (hectare; alqueire):

Tipo de sistema de produgdo desenvolvido na propriedade ( ) cria( ) recria ( ) engorda

Racas (Quais)? Faz cruzamento industrial? (Qual)?

Qual o tipo de pastagem? (predominante)

Qual sistema de pastejo utilizado? Quantidade e area média dos piquetes? Tempo de permanéncia

em cada piquete?

Fonte de fornecimento de agua?

( ) Pogo Artesiano ( )Codrrego ( )Nascente dentro da fazenda ( )Nascente fora da fazenda.
Forma de Fornecimento de dgua?

( ) Pilhetas ( ) Direto da Fonte.

Faz limpeza das pilhetas? Com que frequéncia?

Ja enviaram amostras para diagnéstico laboratorial?

( )Sim ( )N&o Quais ? Quando?
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1033 Ingesta de colostro é acompanhada? ( ) Sim ( )Ndo Usa banco de colostro ou equivalente? Se
1034 sim, Qual?

1035

1036 e BEZERROS:

1037  Qual origem dos animais? ( ) Compra (Fazenda e Leildo) ( ) Propria da fazenda
1038 v Manejo dos bezerros:

1039 Inicio dos nascimentos:

1040 Qual Idade dos bezerros ao desmame:

1041 E realizada a antissepsia umbilical? Como é realizada?

1042

1043 E realizada a aplicagdo de algum medicamento apés nascimento? Qual?

1044

1045 v/ Sanidade:

1046  Sinais clinicos observados:
() Febre (' ) Mucosas Palidas () Hélito Urémico () Mialgia
( ) Diarreia () Emagrecimento () Apatia () Ictericia
( ) Letargia () Esplenomegalia () Edema Submandibular (' ) Anorexia
( ) Outros ( ) Outros ( ) Outros () Outros

1047

1048  Em que periodo iniciaram os casos?

1049 Houve 6bitos? Quantos?

1050 Qual tempo transcorrido entre o aparecimento dos sinais clinicos e a morte dos animais?
1051
1052 v Diarreia:

1053 Animais apresentam diarreia com quantos dias apds o nascimento?

1054  Qual aspecto das fezes? Qual coloracdo das fezes?

1055

1056

1057 Foi realizado tratamento? Como ?




1058
1059
1060

1061
1062
1063
1064

Qual critério de escolha do tratamento ?

Houve melhora apds o tratamento?

Os animais sdo vacinados? Quais sao elas e quando sao realizadas?
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VACINA

MARCA

PERIODO

) Brucelose

3a8meses( )S( )N

) Febre Aftosa

( )Planalto ( )Cerrado

) Raiva

) Clostridiose

) IBR

) BVD

) Leptospirose

) Colibacilose

~|l ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~

) Outros

Artigo 1. Formatado conforme as normas do periédico: Arquivo Brasileiro de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, disponivel no link:

http://www.scielo.br/revistas/abmvz/iinstruc.h
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