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RESUMO

FERNANDES, José Benedito Carvalho, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, Dezembro de 2008. Caracterizagdo de fatores de viruléncia em
isolados de Escherichia coli de mastite bovina. Orientadora: Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-Orientadores: Paula Dias Bevilacqua e
Luis Augusto Nero.

Escherichia coli € um microrganismo Gram-negativo pertencente ao
grupo dos coliformes, e potencial agente causador de mastites em bovinos. A
bactéria pode possuir diferentes fatores de viruléncia e esses sédo definidos
como estruturas, produtos ou estratégias que contribuem para a bactéria
aumentar sua capacidade em causar infeccdo. O presente estudo tem como
objetivo investigar a presenca destes fatores em isolados de E. coli obtidos de
casos de mastite clinica, interrelaciona-los e estabelecer provavel ligagdo com
a infeccdo clinica. Vinte e sete culturas de E. coli isoladas de mastites bovinas
clinicas foram caracterizadas quanto a diferentes fatores de viruléncia por
analises fenotipicas e genotipicas. Todos os isolados apresentaram producao
de biofilmes em diferentes niveis, além de 96,2% apresentarem resisténcia ao
soro, 33,3% resisténcia aos antimicrobianos e 7,4% producdo de verotoxinas.
Nenhum dos isolados apresentou positividade para expressao de hemolisinas e
antigeno capsular K1. A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR
foi usada para detectar a presenca de marcadores genéticos de viruléncia.
Verificou-se presenca de fatores de colonizacdo do tipo 1 em 100% dos
isolados e Cs31A em 29,6%. Quanto as toxinas, verificou-se a presenca de
genes para enterotoxina termo-estavel em 55,6%, enterotoxina EAST-1 em
11,1% e verotoxina 2 em 7,4%. Ainda, foram detectados marcadores fimbriais
para Pap em 7,4%, aer em 3,7% e kps em 3,7%. Todos os isolados que
apresentaram gene para verotoxina 2 também apresentaram positividade na
avaliacdo fenotipica. A analise filogenética demonstrou que os isolados

pertencem aos grupos A (85%) e B; (15%), tipicamente relacionados a cepas



comensais, naturalmente presentes no meio ambiente. Esses resultados
sugerem que os isolados de E. coli caracterizados nesse estudo sdo patdogenos
oportunistas, apresentando diferentes fatores de viruléncia, sem evidéncias de

correlacéo entre eles.



ABSTRACT

FERNANDES, José Benedito Carvalho, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, December, 2008. Characterization of virulence factors in
Escherichia coli isolates from bovine mastitis. Adviser.: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira. Co-Advisers: Paula Dias Bevilacqua and Luis Augusto
Nero.

Escherichia coli is a potential causative agent of bovine mastitis, which
can present different virulence factors and, thus, be grouped in different
pathotypes. The present study aims at investigating the presence of these
factors in isolates of E. coli from clinical mastitis cases, interrelating them and
establishing a probable connection with the clinical infection. Twenty-seven
clinical bovine mastitis E. coli cultures were characterized due to the different
virulence factors of phenotypical and genotypical analysis. All the isolates
presented biofilms production in different levels, 96,2% presented resistance to
the serum , 33,3% resistance to the antimicrobials, and 7,4% verotoxins
production. None of the isolates was positive to haemolysins and capsular
antigen K1. The PCR was used to detect the presence of genetic markers of
virulence. It was possible to verify presence of typel Fimbria in 100% of the
isolates and Cs31A in 29,3%. Concerning the toxins, it was verified the
presence of gens to termostable enterotoxin in 55,6%, EAST-1 enterotoxin in
11,1%, and verotoxin 2 in 7,4%. Yet, fimbrial markers to Pap were detected in
7,4%, aer in 3,7% and kps in 3,7%. The isolates that presented gen to verotoxin
2 also presented positivity in the phenotypical evaluation. The phylogenetic
analysis demonstrated that the isolates belong to groups A (85%) and Bl
(15%), related to comensal strains, revealing the necessity of studies that can
clarify the adaptability of these isolates to the mammary glands. These results
suggest that the E. coli isolates characterized in this study are opportunist
pathogens presenting different virulence factors, without correlation evidence

among them.
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1. INTRODUCAO

Dentre os aspectos sanitarios, a mastite é reconhecidamente uma das
principais doencas que afetam a bovinocultura destinada a exploracao leiteira.
A doenca resulta em prejuizos econdmicos ao produtor, como também perigos
aos consumidores do ponto de vista da Saude Publica, uma vez que o leite e
seus derivados podem se tornar potenciais veiculos de transmissdo de
patdgenos e toxinas.

No Brasil, cerca de 80% das vacas em producao leiteira apresentam no
minimo um quarto mamario acometido por mastite. Esta enfermidade varia
entre a forma subclinica, onde os sinais de inflamacdo ndo séo visualizados
macroscopicamente, e a forma clinica, que possui diferentes niveis de
comprometimento e pode determinar a morte do animal. Algumas cepas
patogénicas de Escherichia coli sdo freqientemente associadas a casos de
mastite bovina, principalmente em sua forma clinica. E. coli € um
microrganismo de origem ambiental altamente adaptativo, existindo como
comensal e patogénico. Sua habilidade de adquirir DNA exdgeno, incluindo
genes de viruléncia, é conhecida, o que contribui para o desenvolvimento de
cepas patogénicas adaptadas a glandula mamaria e potencialmente
causadoras de mastites.

Vérios estudos tém buscado a investigacdo de fatores de viruléncia em
culturas de E. coli isoladas de leite bovino objetivando formar grupos baseados
nesses fatores, que podem estar relacionados com o desenvolvimento da
mastite. O conhecimento detalhado de caracteristicas fenotipicas e
moleculares desse importante agente etioldgico da mastite bovina é
fundamental para a adocao de medidas preventivas que busquem reduzir sua
incidéncia e prevaléncia nos animais e no ambiente, além de definir seus perfis

epidemioldgicos e patologicos.



Considerando o exposto, este trabalho propde identificar e caracterizar
em isolados de E. coli obtidas de mastite quanto a presenca e expressao dos
seguintes fatores de viruléncia: toxinas, fatores citotoxicos de necrose,
hemolisinas, resisténcia aos antimicrobianos, fatores de colonizacao,
marcadores extraintestinais e outros, producdo de biofilmes, antigeno capsular

K1 e resisténcia ao soro, além de classificacdo em grupos filogenéticos.



2. REVISAO DE LITERATURA

Por mais de meio século apds ter sido descoberta, Escherichia coli foi
considerado como o maior comensal nas fezes e possuidor de baixa viruléncia.
Esta visdo mudou progressivamente com o reconhecimento da complexidade
da microbiota fecal e da variedade de infeccbes superficiais similares as
infeccBes intestinais causadas por E. coli. A identificacdo de uma larga
variedade de fatores de viruléncia especificos, seguiu-se a definicdo da base
individual de doencas. Deste modo, E. coli € considerado como um dos
patégenos mais virulentos desde a sua descoberta (SUSSMAN, 1997).

E. coli apresenta-se como um bacilo Gram-negativo, curto e reto, nédo
esporulado, usualmente movel devido a presenca de flagelos peritriquios.
Freqientemente apresentam fimbrias e ocorrem isolados ou aos pares em
crescimentos de culturas em meios liquidos. A capsula ou microcapsula pode
estar presente e algumas linhagens a produzem como uma profusa e viscosa
camada polissacaridica. E um anaerdbio facultativo, capaz de se desenvolver
por metabolismo fermentativo. Possui temperatura 6tima de crescimento a
37°C em uma grande variedade de meios de cultura (SUSSMAN, 1997).

A classificacdo sorolégica de E. coli depende de um numero de
antigenos: i) Lipopolissacaride somatico (antigeno O); ii) capsular (antigeno K);
i) flagelar (antigeno H) e o fimbrial (antigeno F). Os trés primeiros formam a
base do esquema tipico introduzido por Kauffmann (1944), que foi desde entéo
ampliado (GROSS e ROWE, 1985) para inclusdo da analise fimbrial (PARRY et
al., 1982; GRSKOV e BRSKOV, 1983). Mais de 700 sorotipos antigénicos de
E. coli estdo identificados baseados em seus antigenos O, H e K (KAPER et
al., 2004). Em contraste com cepas enteropatogénicas que se agrupam em
namero restrito de sorotipos, as oriundas de mastite causada por coliformes
pertencem a um grande numero de grupos sorologicos (BURVENICH et al.,

2003). Ainda que a funcdo dos antigenos somaticos ndo esteja completamente



determinada, tem-se assumido que algumas cepas de E. coli que possuem
determinados grupos O apresentariam vantagens no carreamento de material
genético relacionado a codificacdo de determinados fatores de viruléncia,
incluindo a producéo de toxinas (EVANS et al., 1977).

Cepas patogénicas de E. coli causadoras de varias infeccbes severas
em animais e humanos (BEAN et al., 2004) sdo classificadas em duas
principais categorias: as entéricas e as extra-intestinais (KUHNERT et al.,
2000). E. coli entéricas sao agrupadas em: E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E.
coli enteropatogénicas classica (EPEC), E. coli produtoras de shiga toxina ou
enterohemorragicas (STEC ou EHEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli
enteroagregativas (EAggEC) e a E. coli aderentes e difusas (DAEC). E. coli
patogénicas extra-intestinais sdo genericamente chamadas EXPEC, e
englobam principalmente E. coli uropatogénicas (UPEC) e E. coli causadoras
de meningite neonatal (NMEC). Todas estas E. coli sdo agrupadas
basicamente pela producédo de fatores de viruléncia que consequentemente
manifestam-se nos sinais clinicos no homem e nos animais (GYLES, 1992).

Fatores de viruléncia s&do definidos como estruturas, produtos ou
estratégias que contribuem para a bactéria aumentar sua capacidade em
causar infeccdo (TRABULSI, 2005). Alguns fatores de viruléncia estdo mais
envolvidos com a colonizagcédo (adesinas e invasinas) e outros com as lesdes
ao hospedeiro (toxinas).

Adesdao € a estratégia que as bactérias usam para se fixar nas células e
nos tecidos do organismo. A capacidade de aderir de maneira firme € mediada
por finos filamentos de natureza protéica, que se projetam da superficie
bacteriana, denominados fatores de colonizacdo, fimbrias, pili ou definidas
coletivamente como adesinas. Este mecanismo de ades&o permite a liberacéo
de diferentes toxinas do agente para o interior celular, a invasédo destas células
e/ou a disseminagdo sistémica pelo hospedeiro (GYLES, 1992; SUSSMAN,
1997).

Muitas bactérias que causam doencas tém a capacidade para penetrar
no interior da célula do hospedeiro, em outra importante estratégia denominada
invasdo. Basicamente, penetram nas células do organismo por um processo
natural de fagocitose, se for exercida por fagécitos e ajudada por anticorpos e

Sistema Complemento. A invasdo pode ocorrer de forma ativa, por um
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processo induzido pela bactéria quando envolve outras células nédo fagocitarias
e dependente de diferentes proteinas chamadas de invasinas, que podem estar
localizadas na membrana externa da bactéria ou serem injetadas no seu citosol
(TRABULSI, 2005).

Certas linhagens de E. coli isoladas de mastites clinicas demonstram
habilidade para aderir e invadir células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T
cells) in vitro, em processo dependente do indéculo, tempo e fatores
relacionados ao agente (DOPFER et al., 2000).

A ocorréncia das diferentes apresentacdes clinicas depende de
propriedades ou fatores de viruléncia, que determinam o grau de
patogenicidade do agente. Alguns destes fatores sdo componentes intrinsecos
da estrutura bacteriana, também denominados endotoxinas (CASTRO e YANO,
1992). Outros, porém, constituem-se de diferentes tipos de exotoxinas
(enterotoxinas, verotoxinas, hemolisinas e Fatores Citotoxicos de Necrose),
bem como propriedades que permitem a multiplicacdo em meio com restricdo
de ferro ou a multiresisténcia aos antimicrobianos (GYLES, 1992; SUSSMAN,
1997; TRABULSI, 2005).

Embora os métodos fenotipicos demonstrem a presenca de fatores de
viruléncia, em condicGes de laboratorio, geralmente os genes que codificam
esses fatores ndo sdo expressos ou se sdo, em niveis baixos. Estes genes séo
fortemente regulados por uma variedade de fatores, os quais in vitro podem
inibir suas expressoes, dificultando sua deteccéo fenotipica (KUHNERT et al.,
2000). A biologia molecular tem facilitado o estudo dos fatores de viruléncia em
bactérias com base na deteccdo de seus respectivos genes (PASS et al.,
2000).

O papel da E. coli como agente causal em um nimero de doencas pode
nao estar bem elucidado, mas os diversos estudos cientificos indicam que
somente alguns sorogrupos estdo associados com cada tipo de infecgéo
(SUSSMAN, 1997). Alguns desses grupos sao importantes causadores da
mastite bovina, que € uma das mais complexas e dispendiosas doencas da
industria leiteira devido a sua alta prevaléncia e 0s prejuizos que acarreta. Este
quadro traduz sua gravidade quando se observa que a doencga pode promover
perdas de até 70% da producdo, além de descarte do leite, gastos com

medicamentos e assisténcia veterinaria, mortes e descarte do animal, o que
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significa também perda de material genético (COSTA, 2008). Além destas
perdas, ha ainda um risco potencial & Saude Publica, j& que pode promover a
veiculagdo de patdgenos causadores de zoonoses e de toxinfeccdes
alimentares (WELLS et al.,, 1998; REED e GRIVETTI, 2000). Ainda, h4a a
preocupacdo a nivel social, por agravar problemas como desnutri¢do,
mortalidade infantil, fome e quedas nos lucros pelo proprietario e
consequentemente perda do seu poder aquisitivo (FONSECA e SANTOS,
2000).

A mastite causada por E. coli pode variar de uma simples inflamacgéo
local até severas alteracdes sistémicas com atonia rumenal, desidratacéo,
choque toxémico resultando na morte do animal (WENZ et al.,, 2006). As
infeccbes por E. coli na glandula mamaéria estdo relacionadas ao
comportamento oportunista do agente, que € veiculado pelas fezes dos animais
e chega pela via ascendente infectando o animal via canal do teto
(EBERHART, 1979; RADOSTITS et al., 2002).

Considerando um alto grau de versatilidade e adaptabilidade deste
microrganismo, pode-se mencionar a existéncia de algumas cepas de E. coli
altamente adaptadas, que tém adquirido especificos atributos de viruléncia e
conferem uma maior habilidade de sobrevivéncia em novos nichos, o que
permite a elas causar um largo espectro de doencas (KAPER e NATARO,
2004). Comparacdes entre os genomas de E. coli patogénicas e a E. coli K12
(ndo patogénica) revelam que o genoma da primeira contém aproximadamente
25% de DNA gendmico a mais do que a ndo patogénica (KAPER e NATARO,
2004). Estes atributos de viruléncia sédo frequentemente codificados por
elementos genéticos que podem ser mobilizados entre diferentes isolados para
criagdo de novas combinacdes de fatores de viruléncia, ou em elementos
genéticos que podem ter sido moveis, mas passar a estar incorporados ao
genoma. Somente as mais présperas combinacdes de fatores de viruléncia
persistem e se tornam verdadeiros e especificos patotipos de E. coli que
seriam capazes de causar doencas em animais sadios (KAPER e NATARO,
2004).

Estudos fenotipicos dos fatores de viruléncia de culturas de E. coli
isoladas de mastite bovina tém evidenciado a resisténcia a atividade
bactericida do soro (FANG e PYORRALA, 1995) e presenca do antigeno K1
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(Nemeth et al.,, 1994), em contraste com a auséncia de producdo de
enterotoxina termoestavel 1 (ST1), termolabil (LT) e verotoxinas (SANCHEZ-
CARLO et al., 1984; VALENTE et al., 1988; BARROW e HILL, 1989; HOGAN et
al., 1990). Dados semelhantes foram encontrados por Lipman et al. (1995), que
detectaram em 55% de culturas de E. coli isoladas de leite mastitico gene
relacionado com a fimbria F17, mas nenhum para enterotoxina LT, ST1, Fator
citotoxico de necrose 2 (FCN 2) e verotoxina.

Barrow e Hill (1989) pesquisaram fatores de viruléncia em 237 culturas
de E. coli isoladas de mastite na Gra-Bretanha, e observaram a producao de a-
hemolisina, enterotoxina e verotoxina, respectivamente, em cinco, um e 0,5%
dos isolados, e ainda relacionam a resisténcia a um ou mais antimicrobianos
em 22% dos isolados, destacando os maiores indices para estreptomicina
(18%), tetraciclina (15%), sulfonamida (15%) e ampicilina (14%). Indices
semelhantes foram encontrados por Hogan et al. (1990), ao determinarem a
produgéo de enterohemolisinas em 76 culturas de E. coli isoladas de mastite
clinica bovina nos EUA e encontraram efeito hemolitico em 3,9 e 2,6% das
culturas semeadas e &gar sangue preparado com hemacias de ovinos e
bovinos, respectivamente.

E. coli pode ser caracterizada pela deteccdo dos fatores de viruléncia
em testes fenotipicos e/ou pela presenca dos genes de viruléncia em ensaios
genotipicos (STUBER et al., 2003). A identificacdo desses fatores fenotipicos e
moleculares de culturas de E. coli isoladas de leite mastitico € importante no
estudo de seus mecanismos de patogenicidade, além da epidemiologia da

doenca, contribuindo para o controle, profilaxia e tratamento da mastite.

Enterotoxinas termolabeis - LT

Gyles e Barnum (1969) identificaram uma enterotoxina ceélula-livre que
foi associada com culturas de E. coli isoladas de quadros de diarréia em
suinos, mas termolabeis e antigenicamente relacionadas com a toxina colérica
produzida pela bactéria Vibrio cholerae.

Uma grande variedade de sorogrupos de ETEC de origem suina
produzem LT do tipo 1 (LT1), sendo que muitos destes isolados possuem

também a adesina fimbrial F4 (K88). Além dos suinos, a LT1 foi também
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detectada em isolados obtidos de outros animais (HONDA et al., 1981; GEARY
et al., 1982).

Outra enterotoxina termol&bil, LT do tipo 2 (LT2), foi detectada em E. coli
SAG3 isoladas de fezes de bufalos na Tailandia. Embora compartilhe muitas
propriedades bioldégicas com a LT1, ndo € neutralizada por antisoros contra
toxina colérica ou LT1 (GREEN et al., 1983; PICKETT et al.,, 1986). A toxina
causa arredondamento de células adrenais Y1 e CHO (células de ovario de
Hamster chinés) assim como o aumento da atividade de Adenilato ciclase em
células eucaritticas (GREEN et al., 1983), mas, ao contrario da LT1, que é
codificada por um plasmideo, LT2 é cromossomicamente codificada (PICKETT
et al., 1986).

Fatores Citotoxicos de Necrose - FCN

FCN foram primeiramente descritos em isolados de E. coli originarios de
infeccbes extra-intestinais em humanos (CAPRIOLI et al., 1983), e sé&o
caracterizados como substancias termolabeis que causam a formacdo de
células gigantes em células Vero, HeLa e CHO, e produzem necrose quando
injetados intradermicamente em coelhos. Culturas de E. coli que produzem
FCN tém sido fregiientemente isoladas de suinos, bovinos e cides (GONZALES
e BLANCO, 1985; MACLAREN e WRAY, 1986; PRADA et al., 1991; MAINIL et
al., 1999). Embora FCN tenham sido detectados em uma grande variedade de
sorogrupos de E. coli, muitos isolados demonstram uma estreita relacdo com
alguns grupos de antigenos O, a saber: 02, 04, 06, 022, 032, O75, 083 e
088 (HOLLAND, 1990).

FCN tém sido detectados em culturas de E. coli isoladas de bovinos com
e sem diarréia (BLANCO et al., 1993), e nos ultimos anos, associados a casos
de mastite (KAIPAINEN et al., 2002). Esses fatores sdo de natureza protéica,
com caracteristicas bastante similares, porém com variagdo no seu local de
codificagcdo genética. FCN1, por exemplo, € cromossomicamente codificado
(FALBO et al., 1992), enquanto FCN2 é codificado pelo plasmideo Vir (GYLES,
1992), primeiramente detectado por Smith (1974) e por Smith e Huggins
(1976). Em relacdo ao mecanismo de patogenicidade, FNC2 difere de FCN1 na

forma como causa necrose em ratos, além de levar a um moderado acumulo
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de fluido nas dobras intestinais do coelho e elongagédo de células HelLa (De
RYCKE et al., 1987; De RYCKE e PLASSIART, 1990).

Ambos os tipos de FCN séo proteinas monoméricas de 110 a 115kDa
(CAPRIOLI et al., 1984; OSWALD e De RYCKE, 1990). Muitos isolados
produtores de FCN1 também produzem uma hemolisina que é codificada pelos
genes de FCN no fragmento 37-kb de DNA, caracteristica ndo comum as
cepas produtoras de FCN2 (CAPRIOLI et al., 1987; BLANCO et al., 1990; De
RYCKE e PLASSIART, 1990). Pohl et al. (1993) sugerem que, ocorra
subestimagdo do real envolvimento do FCN em afecgbes em animais, em
virtude da grande maioria dos estudos investigarem os FCN somente em cepas
hemoliticas de E. coli.

Verocitotoxinas - VT

Cepas de E. coli verotoxigénicas (VTEC) foram primeiramente descritas
por Konowalchuk et al. (1977), devido a observacao de seus filtrados causarem
danos irreversiveis em Células Vero e Hela. As toxinas responsaveis,
verotoxinas (VT), possuem propriedades biologicas, fisicas e antigénicas
semelhantes as da Shiga toxina da Shigella dysenteriae (O'BRIEN et al., 1982).
Conseqlentemente, essas toxinas sdo também conhecidas como toxinas
Shiga-like. O tipo de VT neutralizado por anti-Shiga toxina foi designado VTL1.
Um segundo tipo de toxina, primeiramente demonstrado em uma cepa de E.
coli O157, ndo € neutralizado por anti-Shiga toxina e foi denominado VT2
(SCOTLAND et al., 1985).

Culturas de VTEC isoladas de animais possuem uma grande variacao
de sorogrupos (SMITH et al., 1988; HOLLAND, 1990), e sao relacionados a
diversas doengas em bovinos e suinos (HOLLAND, 1990), e isolados de casos
de doenca do Edema (DOBRESCU, 1983; SMITH et al., 1983).

Hemolisinas

As hemolisinas de E. coli sdo investigadas comumente sob dois

aspectos: i) suas propriedades biolégicas e bioquimicas; e ii) sua importancia



como fator de viruléncia em infecgcbes por E. coli em humanos e animais
(BEUTIN, 1991).

A habilidade de certos isolados de E. coli para lisar eritrécitos de
diferentes espécies de mamiferos, foi primeiramente descrita por Kayser em
1903, notando que apos a filtracdo, os sobrenadantes de culturas de E. coli
possuiam atividade hemolitica, sugerindo que néo estivessem ligadas as
células bacterianas. Dudgeon e Pulvertaft (1927) também reportaram atividade
hemolitica em culturas de E. coli, mas ndo puderam demonstrar hemolisinas
em filtrado de culturas. Eles defendiam que toda atividade estava associada
com a célula de E. coli..

Smith em 1963 foi o primeiro a diferenciar claramente hemolisinas em
processo semelhante ao utilizado por Lovell e Rees (1960), demonstrando que
sob certas condi¢cdes de crescimento, alguns isolados hemoliticos de E. coli
produziam hemolisinas livres e ligadas as células bacterianas,
simultaneamente. Hemolisinas ligadas as bactérias ndo foram neutralizadas
por antisoros preparados contra hemolisinas néo ligadas, indicando que as
duas hemolisinas poderiam ser diferentes (SMITH, 1963). Smith designou o
fator hemolitico ligado a célula como B-hemolisina e o fator célula-livre como a-
hemolisina.

Um novo tipo de hemolisina chamada enterohemolisina foi descrita a
partir de isolados de E. coli originarios de gastrenterites infantis (BEUTIN et al.,
1988). O termo enterohemolisina foi relacionado ao fato de se apresentarem a
partir de alguns sorogrupos de EPEC (LEVINE, 1987). Entretanto, a producéo
de enterohemolisina foi mostrada ser associada com VTEC (BEUTIN et al.,
1991). Assim como B-hemolisina, a enterohemolisina se mostrou associada
com as células bacterianas (BEUTIN, 1991).

A possivel influéncia da composi¢cédo do meio de crescimento na sintese
e atividade da a-hemolisina foi discutida, e o Ca™ foi reportado ser essencial
tanto para ativagdo (SNYDER e ZWADYK, 1969), para estabilidade (NICAUD
et al.,, 1985), quanto para favorecer a ligacdo da toxina na membrana do
eritrocito (LUDWIG et al., 1988). Em contrapartida, ndo se apresenta como
essencial para atividade da enterohemolisina (BEUTIN, 1991).

Em contraste, a producdo de enterohemolisinas pode ser detectada

somente em placas de agar sangue (BEUTIN et al., 1988). A zona de lise é
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geralmente menor e visualmente mais turva que a produzida por a-hemolisina.
As hemolisinas sdo ainda diferenciadas pelo intervalo de tempo necessario
para deteccdo da hemolise: a-hemdlise ja pode ser detectada apds trés horas
de incubacdo (produzida na fase logaritmica), enquanto a enterohemolisina
requer incubacdo “overnight” (produzida na fase estacionaria) (BEUTIN et al.,
1988).

Em trabalhos com cepas hemoliticas de E. coli observou-se uma
associacao entre a ocorréncia de producdo de hemolisinas e a ocorréncia de
enterites (GREGORY, 1962) em suinos, assim como doencas de outros
animais (SMITH e HALLS, 1967). Porém, ndo foi demonstrada uma relagéo
direta do papel da hemolisina nestas doencas. A associacdo significativamente
mais alta entre infec¢cbes extraintestinais com a microbiota normal,
praticamente conduz ao consenso de que E. coli hemoliticas sdo mais
relacionadas como agentes causais em doencas que isolados ndo hemoliticos.
Assim, os estudos evoluiram na importancia das hemolisinas como um fator de
viruléncia (CAVALIERI, 1984; SUSSMAN, 1997; MAINIL, 1999; RIBEIRO,
2006).

Na espécie bovina, a producédo de a-hemolisina por isolados de E. coli
parece ndo estar diretamente associada a ocorréncia de disturbios entéricos.
Estudos tém demonstrado a associacdo de linhagens de E. coli hemoliticas,
isoladas de infec¢cbes extra-intestinais em bovinos, com a producdo de
determinados fatores de viruléncia, tais como FCN, resisténcia ao soro e
adesinas fimbriais P (MAINIL et al., 1999).

Estudos demonstraram alguns dos efeitos da a-hemolisina em células
teciduais e propuseram seu possivel papel na producdo de doencas.
Preparacdes parcialmente purificadas de a-hemolisina a partir de isolados
humanos séo citotéxicos para leucdcitos humanos e para fibroblastos in vitro
(CAVALIERI e SNYDER, 1982). Outros relatos do processo litico das heméacias
sugerem a liberacdo de ferro livre favorecendo o crescimento bacteriano
(LINGGOOD, 1982; WAALWIJK, 1983). Estes dois efeitos, isto &, citotoxicidade
e estimulacdo de crescimento, provavelmente sejam 0s mecanismos pelos
quais a hemolisina contribui para o aumento da viruléncia de E. coli
(CAVALIERI, 1984).
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Com relagdo a genética das hemolisinas, plasmideos contendo
determinantes para hemolisinas ja foram demonstrados antes (SMITH e
HALLS, 1967). O mecanismo através do qual a a-hemolisina é produzida e
excretada parece ter controle genético bastante complexo. Tecnologias de
DNA recombinantes foram usadas para o entendimento na produgcdo das
hemolisinas e verificacdo do seu potencial papel na viruléncia de linhagens de
E. coli hemoliticas (CAVALIERI, 1984).

Antigenos capsulares

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa a sua
camada de mureina, composta basicamente por lipopolissacarideos (LPS), que
€ 0 antigeno somatico “O” dos tipos selvagens destas bactérias. Alguns
anticorpos direcionados contra este antigeno geralmente aglutinam estas
bactérias. Estudos sorolégicos com E. coli realizados inicialmente por
Kauffmann (1944) e Kauffmann (1954) e revisados por @rskov et al. (1977)
mostraram que a aglutinacdo de muitos isolados por antisoros-O homologos
ocorrem somente apds aquecimento. Este efeito inibidor é devido a presenca
de antigenos distintos do antigeno O que estdo presentes em um envelope
extracelular, ou capsula, que recobre o antigeno O do LPS.

A capsula protege as bactérias patogénicas contra defesas néo
especificas do hospedeiro, mais especificamente a acdo do Sistema
Complemento e fagocitose. Assim, bactérias encapsuladas tendem a ser mais
virulentas, e suas capsulas consideradas fatores de viruléncia. Anticorpos K
especificos, formados em uma fase recente da infeccdo, superam o efeito
protetor das capsulas, ndo sendo reconhecidas como estranhas pelo
hospedeiro. Como resultado, anticorpos ndo sao produzidos e o hospedeiro €

vulneravel a esta cepa patogénica especificamente (SUSSMAN, 1997).

Resisténcia ao soro

A morte de bactérias Gram-negativas pelo complemento sérico é um

importante mecanismo de defesa do hospedeiro, e conseglentemente a
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resisténcia ao poder bactericida do soro é considerada como um determinante
da patogenicidade bacteriana (TAYLOR, 1983).

O Sistema Complemento, maquinario central deste mecanismo de
defesa, pode ser ativado através da via classica (com a presenca do anticorpo)
ou através da via alternativa - C3 shunt (sem a presenca do anticorpo). Ambas
levardo a formacdo do complexo de ataque a membrana que rompe a
membrana externa permitindo que a lisozima sérica degrade o peptideoglicano,
gue finalmente causa a bacteriélise (WRIGHT e LEVINE, 1981).

A resisténcia ao soro foi atribuida a vérios fatores: LPS, antigeno
capsular K1 (TAYLOR, 1983) e a presenca de plasmideos codificadores de
proteinas de membrana externa como a TraT e a Iss (BINNS et al., 1982). A
proteina TraT € a maior proteina da membrana externa e se encontra em
grande numero de cépias na superficie celular bacteriana, e parece interferir
com a opsonizagdo ao complemento em sua ativagdo pela via alternativa,
restringindo e alterando o sitio de ligacdo na membrana bacteriana pelo C3
(exclusdo de superficie) e consequientemente inibindo a fagocitose (AGUERO
et al., 1984). A proteina Iss é codificada pelo gene iss (increased serum
survival), que é responsavel pelo bloqueio do complexo terminal do sistema do
complemento que atua na membrana celular e causa a lise da célula. Portanto,
ele confere a bactéria resisténcia ao Sistema Complemento (BINNS et al.,
1982).

Resisténcia aos antimicrobianos

Outra propriedade de viruléncia encontrada em isolados de E. coli é
denominada fator de resisténcia aos antimicrobianos ou fator “R”. Este fator
pode ser transmitido a outros microrganismos da mesma espécie, favorecendo
a manutencdo de linhagens resistentes as diferentes drogas, dificultando
conseglientemente, tratamentos antimicrobianos para infec¢gdes desencadeadas
por esses microrganismos (TRABULSI, 2005).

Ensaios de resisténcia microbiana in vitro em outros paises tém
demonstrado a resisténcia simples ou multipla em cepas de E. coli isoladas de
processos infecciosos nos animais, incluindo a espécie bovina (JOHNSTON et
al.,, 1983; RADOSTITIS et al., 2002). Em seus estudos, Hinton (1986),
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descreveu a presenca de resisténcia em isolados de E. coli de mastite bovina,
a pressdao seletiva exercida pelo uso indevido de antimicrobianos na terapia de
mastite, ou mesmo, no tratamento de outras afec¢cdes em bovinos. Linton et al.
(1972) mencionam uma maior ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos
em linhagens de E. coli isoladas de pessoas provenientes de areas rurais, que
mantém contato estreito com animais, comparativamente aos individuos
provenientes de centros urbanos. Também ressaltaram o risco de veiculacéo
de cepas de E. coli multi-resistentes para o homem, mediante o consumo de
produtos e subprodutos de origem bovina, como o leite. Evidéncias adicionais,
como as apontadas por Hirsch e Wiger (1978), se referem a isolados de E. coli
de origem animal, adquiridas pelo homem por via oral, que podem transferir o
fator R a isolados do mesmo microrganismo de origem humana.

Antibioticoterapia € o tratamento preconizado para mastite. O uso de
antimicrobianos deve ser feito mediante os resultados apresentados pelo
antibiograma, seguindo as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). O uso inadequado dos antimicrobianos pode promover a
eliminacdo de residuos de drogas no leite (responsaveis por quadros de
anemia, distarbios gastrointestinais e reacdes de hipersensibilidade no
homem), interferir com a producdo de subprodutos lacteos, ou mesmo
favorecer a ocorréncia de cepas multi-resistentes aos antimicrobianos
convencionais (TAVARES, 1996; COSTA, 1999).

Biofilmes

A recidiva da mastite clinica causada por coliformes pode ocorrer por
dois mecanismos: resultado de uma reinfeccdo ambiental ou como resultado da
persisténcia do microrganismo dentro da glandula mamaria (BRADLEY e
GREEN, 2001). Lipman et al. (1994) observaram que a recidiva da mastite no
mesmo quarto é causada pela mesma cepa de E. coli, 0 que ndo deveria ser
comum, devido a grande diversidade de cepas desse microrganismo no
ambiente. Assim, a reinfeccdo com a mesma cepa sugere a sobrevivéncia do
microrganismo no hospedeiro resultado de uma infecgdo intramamaria
persistente. Dopfer et al. (1999) e Melchior et al. (2006) acreditam que as

falhas na terapia da mastite podem ser atribuidas a capacidade de muitos
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agentes etiolégicos em produzir biofilmes nos tecidos lesados, e assim
desenvolver uma resisténcia inata a maioria dos antimicrobianos e
desinfetantes, driblando os mecanismos de defesas do hospedeiro.

Biofilme € uma comunidade estruturada de células bacterianas fechadas
dentro de uma matriz polimérica produzida pelos proprios microrganismos e
aderida a uma superficie viva ou inerte (COSTERTON et al., 1999). Constitui
um modo de protecdo em ambientes hostis, e pode ter um papel importante na
viruléncia da bactéria (van HOUDT e MICHIELS, 2005). Varios determinantes
de superficie em E. coli sdo importantes na formacdo de biofilmes, como
flagelos, fimbrias, curli, pili conjugativos, proteinas auto-transportadoras e
producdo de exopolissacarideos (van HOUDT e MICHIELS, 2005). Estas
observacdes indicam claramente a ocorréncia de uma interacdo complexa
entre o agente e o hospedeiro, e que a compreenséo da cadeia envolvida na
formacdo de biofilmes por E. coli pode elucidar seu poder de viruléncia (van
HOUDT e MICHIELS, 2005).

A possibilidade de transmissao entre isolados de E. coli de material
genético responséavel pela sintese de fatores de viruléncia ligados a producao
de toxinas, adesinas, hemolisinas, resisténcia ao poder bactericida do soro,
capsulas e resisténcia aos antimicrobianos, aliada a inconclusiva participacéo
destes fatores na patogenia da mastite, tém despertado crescente interesse de
pesquisadores para estudos focando a deteccao de possiveis associacfes e/ou
ocorréncia simultanea destes fatores (SUSSMAN, 1997; RADOSTITIS et al.,

2002).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando o0s prejuizos decorrentes da mastite, o aumento da
prevaléncia de E. coli nos casos da doenca, como também a importancia do
agente em Saude Publica, o presente estudo tem como objetivo geral
investigar a presenca de fatores de viruléncia em isolados de E. coli obtidos de
casos de mastite clinica, interrelaciona-los e estabelecer provavel ligagdo com
a infeccao clinica.

Como objetivos especificos, o presente estudo procurou detectar
fenotipicamente a producdo de toxinas, fatores citotdéxicos de necrose,
hemolisinas, resisténcia a antimicrobianos, producédo de biofilmes e antigeno
capsular K1, assim como o poder de resisténcia ao soro; detectar a presenca
de genes associados a fatores de colonizacdo, toxinas e hemolisinas e

caracterizar os isolados em grupos filogenéticos previamente definidos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos seguintes laboratorios: i)
Laboratorio de Doencas Bacterianas (LDBAC) e no ii) Laboratério de Virologia
Animal (LVA), ambos pertencentes ao Departamento de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.1. Culturas bacterianas

Foram utilizadas 27 isolados de E. coli obtidos de amostras de leite
mastitico, sendo seis pertencentes a bacterioteca do LDBAC e 21 pertencentes
a bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da EMBRAPA - Gado de Leite,
Juiz de Fora, Minas Gerais. Cada isolado foi proveniente de um animal com
mastite clinica.

Para confirmar a pureza e a identificacdo dos isolados foram realizados
testes morfotintoriais e bioquimicos. Os resultados foram comparados com o0s
do Manual de Bergey (SCHEUTZ e STROCKBINE, 2005).

Nos experimentos foram usadas cepas de referéncia de E. coli
fornecidas gentiimente pelo Dr. Tomomasa Yano, Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas - UNICAMP e pela Dra. Rosa Maria Silva, Departamento de
Microbiologia Imunobiologia e Parasitologia, Universidade Federal de S&o
Paulo - UNIFESP, S&o Paulo (Quadro 1). Todos os isolados foram
armazenados em caldo Infusdo de Cérebro e Coracgéo (BHI, Oxoid, Cambridge,
Inglaterra) acrescidos de 20% de glicerol e estocados a — 86°C. No momento
do uso, as culturas foram inoculadas em caldo BHI, incubadas a 37°C por 24h,
e estriadas em agar BHI, com incubacdo a 37°C por 24-48h. Apos verificacdo
de pureza das culturas, duas a trés colbnias isoladas eram transferidas para

caldo BHI, incubadas a 37°C sob agitacdo em shaker a 150rpm até atingir uma
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turbidez semelhante a escala 1 de MacFarland, valor correspondente a 3 x 10°
Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL). A partir dessas culturas,
diluicdes subsequentes foram realizadas a fim de se atingir a concentracéo

adequada para cada um dos experimentos descritos a seguir.

Quadro 1. Linhagens de Escherichia coli utilizadas nos estudos como controles

positivos de diferentes fatores de viruléncia e suas origens.

Linhagem Marcador Origem
E. coli 0157: H7 Verotoxina tipol(VT1) Dr. J.M. Lord, University Warwick,UK
E. coli J2 Verotoxina tipo 2 (VT2) Dr. Y. Takeda, Jiisen University, Japan
E. coli 40T Toxina termolébil 1 (LT1) L. R. Trabulsi, Instltgto Butantd, SP,
Brasil.
E. coli B62 Toxina termolébil 2 (LT2) A. F. P. Castro, USP, SP, Brasil.
E. coli C3388 Enterohemolisina (EntHly) L. Beutin, R. Koch Institute, Germany
E. coli MR48 Fator citotoxico de necrose 1 (FCN1) J. Blanco, LREC*
E. coli FVL-16 FCNL1 e a-hemolisina (aHly) J. Blanco, LREC
E. coli B26a Fator citotoxico de necrose 2 (FCN2) J. Blanco, LREC
E. coli J96 Resisténcia ao soro Dra. Rosa Maria Silva, Ur_nfesp,
Campinas, SP, Brasil

. oA . American Type Culture Collection,

E. coli ATCC25922 Resisténcia Bacteriana Manassas, Virginia, USA

* Laboratério-referéncia de E. coli da Faculdade de Veterinaria, Universidade de Santiago de
Compostela, Espanha.

4.2. Producao de toxinas e de fatores citotoxicos de necrose (FCN)

4.2.1. Obtencao do sobrenadante

Apés cinco horas do inicio da recuperacdo das culturas a serem
testadas, adicionou-se Mitomicina C (Bristol-Myers Squibb, Shizuoka, Japéo)
ao caldo BHI a fim de se obter uma concentracao final de 1ug/mL e favorecer a
producdo do FCN, conforme Blanco et al. (1990). Ao término de 18 horas, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 X g, a 4°C por 15 minutos. Os
sobrenadantes foram filtrados em membrana (Travi e Profilati di Pallanzeno -
TPP, Brescia, Italia) com poro de tamanho de 0,22um de didmetro e estocados

a -20°C em aliquotas de 500pL.
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4.2.2. Preparo das Culturas Celulares

Foram utilizadas células Vero (Rim de macacos verdes africanos)
provenientes do LVA. As células estocadas a -86°C foram rapidamente
descongeladas a temperatura ambiente, e em seguida transferidas para
garrafas contendo Meio Essencial Minimo (MEM) (Cultilab, Campinas, Brasil)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab, Campinas, Brasil),
Penicilina 1,6mg/L e Estreptomicina 0,4mg/L. Posteriormente, as garrafas
foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 48h, até a formacao
de uma monocamada celular homogénea.

Apos 48h de incubacéo, foi realizado o descarte do meio de cultura e
adicionado solucdo de tripsina salina (Sigma, Steinheim, Alemanha), com
intuito de promover o deslocamento do tapete celular (tripsinizacdo). Em
seguida, as células foram novamente ressuspendidas em MEM (Cultilab).
Finalmente, 400uL esta suspensdo de células foram distribuidas em
microplacas contendo 24 orificios e incubadas em atmosfera de 5% de CO, a
37°C por mais 24h.

Apos a formacdo da monocamada celular nas microplacas, foi
adicionado em duplicata 50uL de filtrado acrescido de Mitomicina C nas
seguintes dilui¢cbes: 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1.280 as culturas
celulares. As alteracdes morfolégicas foram analisadas apés 24, 48 e 72 horas
de incubac&o em microscépio Optico de luz invertida.como reportado por Yano
et al. (1986). A formacao de células gigantes e multinucleadas foi considerada
compativel com a producdo de FCN, enquanto que para a caracterizacao de
isolados produtores de verotoxinas, foi considerado o efeito inicial de
arredondamento e concomitante “enrugamento”, seguidos de perda da
viabilidade celular. A producédo de LT foi detectada pela presenca de células
com aparéncia alongada, apresentando espessamento da parede e filamentos

dendriticos.

4.3. Producao de hemolisinas

Para detectar isolados de E. coli produtores de hemolisinas foi seguida a
metodologia de Beutin et al. (1989).
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4.3.1. Preparo da placa de Agar sangue

O Agar Tripticase de Soja (TSA, Difco, Lawrence, KS, EUA) foi
autoclavado e mantido a uma temperatura de aproximadamente 50°C, para a
manutencdo da sua forma liquida. Em paralelo, cinco mL de sangue de
carneiro desfibrinado foi lavado trés vezes em solucdo tampéo de Phosphate
Buffered Saline (PBS), pH 7,4, com centrifugacdes a 3.000 X g por cinco
minutos, entre as lavadas. Apos a lavagem final, foi ressuspendido em cinco
mL de PBS e incorporado a 100mL de TSA. Concomitantemente foi acrescido
10mM de CacCl, (Merck, Rio de Janeiro, Brasil), homogeneizado e distribuido
em placas de Petri previamente esterilizadas. Utilizou-se aproximadamente

12mL por placa.

4.3.2. Semeadura na forma de placa Mestra

Foi utilizada a semeadura na forma de placa mestra, usando 4uL da
cultura previamente crescida em caldo BHI. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C e avaliadas ap0s 3, 6, 18 e 24h.

Foram consideradas produtoras de a-hemolisinas os isolados que
apresentaram hemodlise entre trés e seis horas com aumento progressivo do
halo transltcido, hemdlise total, ao longo das 24h de incubacgéo. Os isolados
que apresentaram hemdlise parcial, entre 18 e 24h de incubacgdo, foram

consideradas produtoras de Enterohemolisinas.

4.4. Teste de resisténcia aos antimicrobianos

O teste de resisténcia aos antimicrobianos foi realizado segundo a
metodologia de difusdo com discos (Bauer et al. 1966), metodologia
recomendada pelo FDA (Food and Drug Administration) e pelo CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), utilizando-se antimicrobianos disponiveis
comercialmente no pais e prescritos no tratamento da mastite causada por E.

coli, conforme mostrado no Quadro 2.
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Quadro 2. Antimicrobianos, marcas, concentracdes e interpretacdes de zonas
de inibicdo para avaliacdo de padrdes de sensibilidade de microrganismos.

Antimicrobianos Con.centragao/ Diametro zona de inibicéo
Disco (ug) Resistente  Intermediario  Sensivel
Neomicina * 30 <12 13- 16 > 17
Gentamicina ® 10 <12 13- 14 > 15
Cefoperazona b 75 <15 16 - 20 >21
Cefalexina ® 30 <14 15 - 17 >18
Ceftiofur ? 30 <17 18-20 >21
Ampicilina 10 <13 14 - 16 >17
Florfenicol * 30 <14 15-18 >19
(S;Jﬁ?;éﬁgﬁ; frimetoprim 25 <10 11-15 > 16

Marcas: (a) Cefar, SP, Brasil; (b) Oxoid, SP, Brasil; (c) CECON, SP, Brasil.

As culturas obtidas foram diluidas em escala seriada decimal até atingir
a concentracdo estimada de 3 x 10> UFC/mL. Em seguida, com auxilio de um
“swab” estéril, um aliquota da cultura foi espalhada sobre toda superficie das
placas de Petri contendo 20mL de Agar Miieller Hinton (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), para se obter um in6culo uniforme e homogéneo. Apds dois
minutos, discos de antimicrobianos foram posicionados na superficie do agar
em posicles equidistantes, e as placas foram incubadas a 37°C por 18 horas.
Todos os testes foram realizados em duplicata para cada isolado.

Para monitorar a precisdao e acuracia dos procedimentos envolvidos,
verificar a qualidade dos meios de cultura e dos antimicrobianos empregados
foi utilizado a cepa padrao E. coli ATCC 25922 recomendada pelo CLSI.

ApoGs incubagéo, os diametros dos halos de inibicdo de crescimento
foram mensurados, e as meédias entre as leituras das repeticbes foram
consideradas como resultados finais. Para interpretacdo das medidas dos
halos, foram considerados os padrdes de resisténcia e sensibilidade para

bactérias Gram-negativas do CLSI (Quadro 2).

21



4.5. Resisténcia ao soro

Para identificar os isolados de E. coli resistentes ao soro foi seguida a
metodologia de Pelkonen et al. (1987), com modificacdes descritas a segquir.
Foi obtido um “pool” de soros provenientes da coleta de sangue de 10 bovinos
adultos, clinicamente sadios, totalizando 49mL de soro. Este “pool” foi dividido
em sete aliquotas de sete mL e congelado a -86°C até o uso.

Foram obtidas trés formas de soro a serem desafiados contra 0s
isolados em analise: i) soro inativado, considerado sem atividade do
complemento, obtido pela incubagéo por 30 minutos a 56°C; ii) soro tratado
com a incorporacdo de Acido etileno-glicol-tetra-acético, EGTA (Sigma,
Steinheim, Alemanha) e Cloreto de Magnésio - MgCl, (Isofar, Rio de Janeiro,
Brasil) nas concentracdes finais de 10mM e 5mM, respectivamente, para inibir
a atividade do complemento pela via classica e por ultimo, iii) soro normal sem
quaisquer tratamentos.

Apos reativacdo dos isolados em caldo BHI, 500uL de cada cultura
foram adicionados a 4,5mL de BHI, e incubados a 37°C por 90 minutos, sob
agitacdo a 170rpm. Apds esta etapa, as culturas foram centrifugadas a 1.500 X
g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e trés mL de PBS pH
7,4 foram adicionados para ressuspender o sedimento.

A resisténcia ao soro foi analisada por um teste turbidimétrico usando
placas de micro titulacdo em fundo chato (TPP). Para a realizacdo do teste,
120uL de PBS foram colocados nos orificios da primeira fileira da microplaca, e
120puL da suspenséao bacteriana distribuidos nas subseqientes.

Foram adicionados 60uL de soro, para uma concentracao final de 33%
nos orificios da microplaca, que foi levada ao shaker por 15 segundos e depois
incubada a 37°C. A absorbancia em comprimento de onda de 630nm foi
mensurada nos seguintes tempos apos a adicédo do soro: zero, 30, 60, 90, 120
e 180 minutos. Cada isolado foi testado em triplicata para o soro normal e
tratado; para o soro inativado utilizou-se uma amostra por isolado, para
controle de crescimento. A leitura de fundo (branco) foi considerada a primeira
fileira da microplaca na qual continha somente soro e solugéo PBS.

O isolado que reduziu a absorbancia inicial para valores inferiores a 50%

da inicial foi considerado sensivel. Foram considerados resistentes os isolados
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gque apresentaram fracao sobrevivente superior a 90%, ou seja, maior turvagao,

e os que ficaram entre esses dois valores foram considerados intermediarios.

4.6. Producéao de biofilmes

Para detectar a producdo de biofilmes foi seguida a metodologia de
Stepanovic et al. (2004).

Apos reativagdo dos isolados em caldo BHI (Oxoid), 20uL de cada
cultura a 3 x 10° UFC/mL 10® UFC/mL foram adicionados em triplicata nas
cavidades de uma microplaca de poliestireno (TPP), com 96 orificios e fundo
em forma de “U” previamente esterilizadas em radiagao ultravioleta (UV),
juntamente com 230uL de caldo BHI novo. O controle negativo foi o caldo BHI
estéril no volume de 250uL no orificio da placa. Apés incubacao a 37°C por 24
horas, os conteudos semeados foram desprezados e cada cavidade foi lavada
com 300uL de agua destilada estéril, por trés vezes. Em cada cavidade foi
adicionado 250uL de Metanol (Labsynth, Diadema, Séo Paulo, Brasil) e apés
15 minutos o conteudo foi desprezado, seguindo-se de uma fase para aeracao
até secagem completa a temperatura ambiente. Em seguida, as cavidades
foram preenchidas com 250uL de Cristal Violeta 1% (Reagen, Rio de Janeiro,
Brasil) e depois de 10 minutos o excesso de corante foi retirado em &agua
corrente e adicionado 250uL de Acido Acético Glacial a 33% (Chemco,
Campinas, Brasil). Os valores de densidade 6ptica (D.O.) foram mensurados
no leitor de microplaca (Bio-tech ELx800, Winooski, EUA) em comprimento de
onda de 570nm e a média aritmética das triplicatas calculadas.

Baseando-se nas D.O produzidas pelos isolados (D.O;) e tomando-se
por base a D.O. média do controle negativo (D.Oc), os isolados foram
classificados segundo Stepanovic et al. (2004) nas seguintes categorias:

)] nao produtor (D.O;. < D.Oc),

1)) fraco produtor [D.Oc < D.O;. < (2 x D.O¢)],

iii) moderado produtor [(2 x D.O¢c) < D.O;j< (4 x D.O¢)] e

V) forte produtor de biofilmes [(4 x D.O¢) < D.O;.]
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4.7. Pesquisa do antigeno capsular K1

Foi utilizado um teste presuntivo de aglutinagdo em latex para a
deteccdo qualitativa direta de antigenos K1, denominado kit Pastorex ™
Meningitis (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA). Aliquotas das culturas obtidas
foram aquecidas em banho-maria por trés minutos a 100°C. Apés resfriamento,
as suspensdes foram submetidas a centrifugacao a 1.400 X g por 10 minutos, e
utilizadas conforme especificagbes do fabricante, procedendo-se a leitura
macroscopica dos testes sob uma luz incandescente de alta intensidade. A
aglutinacdo € evidente quando a amostra contendo antigenos bacterianos

reage com 0s respectivos anticorpos aderidos ao latex.

4.8. Caracterizacado genotipica — Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para detectar os seguintes marcadores de viruléncia:
i) fatores de colonizacao (Fimbria tipo 1, K99, F41, Cs31A, F17, F165 e intimina
Eae), ii) toxinas (STa, STh, LT1, LT2, EAST-1, VT1, VT2, FCN e CLDT), iii)
Fimbrias marcadoras de isolados extraintestinais de E. coli (Pap, Sfa, Afa, Aer
e Saa), iv) Hemolisinas (Ehly e Hly) e outros marcadores (kps, ipaH, eaec e
filogenia), foi realizada no Laboratério de Antigenos Bacterianos I,
Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas (SP), seguindo-se o0s
protocolos pré-estabelecidos naquela instituicdo. Foi determinada também a
filogenia dos isolados de E. coli obtidos de leite mastitico, segundo o esquema
proposto por Clermont et al. (2000). Todos os marcadores pesquisados, suas
atividades patogénicas, locais de codificacdo e os patotipos mais frequentes

gue os expressam estao apresentados no Quadro 3.
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Quadro 3. Marcadores de viruléncia de Escherichia coli, suas fungdes, local
onde sao codificados e patotipos que 0s expressam com mais frequéncia

M\f/a_rcagor_de o 5 Localizagéo Patotipo de E. coli
ruléncia Fenotipo/Funcdo Genbmica Associado
(Atividade)
Fatores de colonizagéo
Tipo 1 Adesina Fimbrial Cromossomo Todos
K99(F5) Adesina Fimbrial Plasmidial ETEC
F41 Adesina Afimbrial Cromossomo ETEC
Cs31A Adesina Afimbrial Plasmidial ETEC
F17 Adesina Fimbrial Cromossomo ETEC
F165 Adesina Fimbrial Cromossomo EXPEC
Eae Intimina Cromossomo EPEC, EHEC
Toxinas
STa Toxina Plasmidial; transposon ETEC
STb Toxina Plasmidial; transposon ETEC
LT1 Toxina Plasmidial ETEC
LT2 Toxina Cromossomo ETEC
EAST-1 Toxina Plasmidial; Varios
Cromossomo
VT1 Toxina Bacteriéfago EHEC
VT2 Toxina Bacteriéfago EHEC
R
CLDT Toxina Cromossomo Vérios
Extra-intestinais
Pap Adesina fimbrial Cromossomo ExXPEC
Sfa Adesina fimbrial Cromossomo EXPEC
Afa Adesina afimbrial Cromossomo EXPEC
aer Aerotaxia Cromossomo Vérios
saa Adesina Cromossomo EHEC
Ehly Enterohemolisina Bacteriéfago EHEC
Hly a-hemolisina Plasmidial EHEC
Outros
Kps Cépsula Cromossomo MNEC
ipaH Invasinas Plasmidial EIEC
EAEC Adesina fimbrial Plasmideo CVD432 EAgQgEC
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producédo de toxinas e de fatores citotoxicos de necrose

Dos 27 isolados, apenas quatro deles: E. coli 1, 2, 3H e 4 (14,8%) né&o
apresentaram alteracdes morfo-estruturais compativeis com efeitos citotoxicos,
e tiveram o experimento levado até 72h sem alteracdes (Tabela 1).

Dois isolados, E. coli 25 e 3888 apresentaram alteragbes compativeis
com o padrdo de verotoxina, arredondamento celular e enrugamento
(shriveled), resultados confirmados pela deteccdo molecular do gene vt2 da
toxina VT2. Os demais isolados, embora tenham apresentado alteracbes
sugestivas de efeito citotoxico, ndo puderam ser analisados com especificidade
suficiente a ponto de serem classificadas (YANO et al., 1986; BLANCO et al.,
1990; SALVADORI et al., 2003), apesar de alguns deles apresentarem genes
para outras toxinas, como a STh e EAST-1 (Tabela 2).

As principais alteracfes constatadas foram alongamento e morte celular.
O alongamento das células foi notado principalmente nas bordas dos orificios
da placa sem estar associado ao espessamento da parede celular e a
presenca de filamentos dendriticos. De acordo com Yano et al. (1986), este
efeito foi desconsiderado e julgado ndo compativel com padrdo LT. Também
em nenhum dos 27 isolados houve desenvolvimento de células gigantes
multinucleadas, efeito este compativel com acdo de FCN. Esses resultados
estdo de acordo com os resultados do teste da PCR que verificou a auséncia
de genes que expressam os fatores mencionados. A morte celular ocorreu
principalmente no centro da placa, promovendo descolamento das células e
tornando o tapete celular mais heterogéneo e disforme, com real espacamento

entre elas, sendo considerado um efeito citotoxico inespecifico.
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Tabela 1. Perfil de resultados de isolados de Escherichia coli em ensaios de
citotoxidade em células Vero

Isolados 24h/Titulo  48h/Titulo  72h/Titulo Efeitos Visualizados
1 - - - -
2 - - - -
3E - +/80 +/80 Alongamento e morte celular
3H - - - -
4 - - - -
5 - - +/1280 Morte celular
23 - +/1 +/1 Morte celular
24 - +/160 +/320 Alongamento e morte celular
25 - +/1 +/1 Arredondamento celular
26 - +/20 +/40 Morte celular
27 +/1 +/1 +/1280 Alongamento e morte celular
29 - - +/1280 Morte celular
30 - - +/640 Morte celular
39 - +/1 +/1 Morte celular
51 - - +/1280 Morte celular
53 - +/1280 +/1280 Morte celular
54 - +/1280 +/1280 Morte celular
219 - +/1280 +/1280 Alongamento e morte celular
2058 - - +/1 Morte celular
3397 +/20 +/320 +/1280 Alongamento, filamentos e morte celular
3536 - +/1280 +/1280 Alongamento e morte celular
3888 +/1 +/1 +/1 Arredondamento celular
3889 - - +/40 Morte celular
3890 +/20 +/40 +/320 Alongamento e morte celular
3901 - +/1 +/1 Alongamento, filamentos e morte celular
3922 +/1 +/1 +/1 Morte celular
3950 - +/1 +/1 Células arredondadas e com filamentos
Controles
0157:H7(VT1) +/1 +/80 +/320 Células arredondadas e morte celular
J2(VT2) - +/1 +/1280 Células arredondadas e morte celular
40T(LT1) +/1 +/20 +/1280 Alongamento e morte celular
B62(LT2) - +/1 +/20 Células triangulares e morte celular
MR48(FCN1) - +/1 +/40 Morte celular
B26(FCN2) - +/1 +/20 Morte celular
h = horas.

Verificou-se que os efeitos citotoxicos foram mais expressivos na

presenca da menor diluicdo dos filtrados, indicando presenca de substancia

citotoxica e em maior concentragdo. Apos 24h de incubacgéo das placas 18,5%

dos isolados apresentaram alteracdes no tapete celular. Em 48h de incubacéo

44,5% dos isolados apresentaram efeitos citotoxicos (positividade acumulada
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63%). E ap6s 72h de incubacdo 22% dos isolados apresentam efeitos
citotoxicos (positividade acumulada 85%). Na analise das 48h obteve-se o
efeito citotoxico em um maior namero de isolados, mas em menores titulos.
Porém, na analise das 72h foi obtido o efeito citotoxico até nos maiores titulos,
considerando que a partir dai haveria perda da especificidade do experimento,
pois ja na presenca de um filtrado bastante diluido a instabilidade do tapete
celular j& se manifestava por si sO, e 0 experimento nao foi levado a frente.

As Figuras 1 a 4 ilustram a evolucdo do efeito citotdxico apresentado
pela monocamada de células Vero, diante da adi¢édo do filtrado bacteriano com
Mitomicina C do isolado E. coli 3E (efeito citotdxico inespecifico). As Figuras 5
e 6, mostram, respectivamente os isolados de E. coli 25 e 3888, que
apresentaram efeitos citotbxicos com caracteristicas morfo-estruturais
compativeis com efeito de verotoxinas.

Na andlise genotipica realizada pelo teste da PCR (Tabela 2) nenhum
dos isolados continham genes que codificam a producéo das toxinas STa, LT1,
LT2, VT1, FCN e CLDT. O gene que se apresentou mais vezes foi o da toxina
STb, em 15 dos isolados (55,5%). Em oito dessas culturas, esse gene
apresentou-se isolado, enquanto nas demais se apresentou associado a outros
marcadores de patogenicidade (com o do fator de colonizacdo Cs31A ou da
VT2 ou astA) (Tabela 3). Considerando os relatos de Yano et al. (1986), que se
referem a determinacdo de toxinas termoestaveis apenas por procedimentos in

vivo, este fator de viruléncia foi somente analisado por métodos genotipicos.
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Tabela 2. Caracterizagdo genotipica, realizada por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), dos isolados de Escherichia coli
testados frente a fatores de colonizagao, toxinas, marcadores extraintestinais e outros mais relacionados com agentes da mastite
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Figura 1. Monocamada de células Vero
intactas, sem adi¢céo de filtrado bacteriano
(Controle negativo). 400X.

Figura 2. Monocamada de células Vero
apés 24h de incubagcdo com adi¢do do
fitrado bacteriano de E. coli 3E Efeito
citotoxico ausente. 400X.

Figura 3. Monocamada de células Vero
ap6s 48h de incubacdo com adicdo do
fitrado bacteriano de E. coli 3E. Efeito
citotoxico: alongamento e morte celular
inicial. 400X.

Figura 4. Monocamada de células Vero
ap6és 72h de incubagcdo com adicdo do
filtrado bacteriano de E. coli 3E. Efeito
citotoxico: morte celular (células dispersas
no meio). 400X

Figura 5. Monocamada de células Vero
apoés 48h, incubagdo com adicdo do
filtrado bacteriano de E. coli 25. Efeito
citotoxico: arredondamento compativel
com verotoxina. 400X.
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Figura 6. Monocamada de células Vero
ap6s 48h de incubagdo com adicdo do
filtrado bacteriano, E. coli 3888. Efeito

citotoxico: arredondamento compativel
com verotoxina. 400X.



Tabela 3. Combinacdes de marcadores de viruléncia detectados em isolados
de Escherichia coli obtidos de leite mastitico

Combinacdes de marcadores* IsN(;JI:degz S)Z) Isolados
Fimbria tipo 1, Cs31A, STh, Pap, aer 1(3,7) 30
Fimbria tipo 1, Cs31A, STb 3(11,2) 3H, 23 e 3890
Fimbria tipo 1, EAST-1, kps 1(3,7) 5
Fimbria tipo 1, STh, VT2 2(7,4) 25 e 3888
Fimbria tipo 1, Cs31A, EAST-1 1(3,7) 51
Fimbria tipo 1, STh, EAST-1 1(3,7) 54
Fimbria tipo 1, STb 8 (29,6) 1, 26, 27, 29, 53, 3397, 3889 e 3950
Fimbria tipo 1, Cs31A 3(11,1) 2,3Ee 24
Fimbria tipo 1, Pap 1(3,7) 3536
Fimbria tipo 1 6 (22,2) 4, 39, 219, 2058, 3901 e 3922
Total 27 (100)

* Legenda na Tabela 1.

O gene astA, responsavel pela codificacdo da enterotoxina termoestavel
EAST1, foi presente em trés isolados (11,1%). Osek (2003) refere-se a esta
toxina como sendo um fator de viruléncia em potencial na patogénese de
diarréia em humanos e animais (especialmente em suinos) por linhagens de
EAgQQEC. Kaper e Nataro (2004) também admitem esta correlacdo, mas citam
os trabalhos de Menard e Dubreuil (2002) que mencionam presen¢a do gene
para enterotoxina EAST1 em E. coli comensais. Ndo ha associacfes desse
gene em cepas de E. coli causadoras de mastite, porém relatos de Bertin et al.
(1998), que trabalharam com 56 culturas de E. coli isoladas a partir de vacas
com diarréia ou septicemia, demonstraram a presenca de EAST1 em 66% de
suas amostras. Além disso, a enterotoxina EAST1 foi detectada entre 87% de
E. coli Cs31A positivas, ficando estabelecida uma estreita relagéo entre EAST1
com o fator de aderéncia Cs31A, observacdo esta também encontrada no
isolado E. coli 51 deste experimento (Tabela 3).

A auséncia de isolados positivos para LT neste experimento néo
confirmou os achados de Alkaff et al. (1991) que procurando estabelecer a
importancia da producdo de enterotoxinas em 117 culturas de E. coli
provenientes de casos de mastite bovina, na Alemanha, verificaram que sete
isolados (6%) apresentaram efeito citotoxico compativel com LT em cultura

celular. A auséncia de FCN entre os 27 isolados deste experimento também
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discorda dos achados de outros estudos. Ao investigarem a ocorréncia de FCN
em 553 isolados de E. coli isoladas em diferentes afeccbes em varios tipos de
animais, na Bélgica, entre 1977 e 1992, Pohl et al. (1993) detectaram sete
(24,1%) culturas produtoras de FCN em 29 culturas de E. coli hemoliticas
isoladas de mastite. Destas, seis culturas foram caracterizadas como FCN1 e
uma FCN2. No mesmo estudo, os autores afirmaram que a ocorréncia descrita
provavelmente esteja subestimada, em virtude de o estudo restringir-se a
isolados hemoliticos do agente. Isso ndo se aplica neste trabalho, pois todos os
isolados foram submetidos aos testes. Ribeiro et al. (2006) detectou efeito
citopatico compativel com FCN em apenas um isolado (0,8%) de E. coli
causadora de mastite clinica.

Como culturas de VTEC sao isoladas a partir de fezes de bovinos, a
possibilidade de se isolar este tipo de E. coli em mastites foi explorada por
Nemeth et al. (1994). Entretanto, somente 8% dos isolados foram citotoxicos
em células Vero. Da mesma forma, Barrow e Hill (1989), previamente
mostraram que somente um isolado (0,5%) dos 237 de E. coli causadoras de
mastite produziu verotoxinas. Também esses mesmos autores verificaram
efeito citopatico em células Vero compativel com a producdo de VT em cinco
isolados (4,2%), oriundos de 80 casos de mastite clinica e 40 de mastite
subclinica. Esta baixa porcentagem estd de acordo com o resultado deste
trabalho, onde apenas dois isolados E. coli 25 e 3888 (7,4%) (Tabela 1), foram
produtores de citotoxidade em células Vero e amplificaram para o gene da
verotoxina VT2 (Tabela 2). Entretanto, Sandrini et al. (2007) estudando a
presenca de VTEC em 60 propriedades rurais da bacia leiteira de Pelotas-RS,
verificaram a presenca dessa em 49% (119/243) nas fezes dos animais
testados, em 5% (3/60) das amostras de agua para consumo humano, em
8,35% (5/60) das amostras de agua para consumo animal e em 5% (3/60) das

amostras de leite.

5.2. Pesquisa de hemolisinas

Em nenhum dos 27 isolados foi detectada a producdo de
enterohemolisina assim como a de a-hemolisina, nas analises realizadas nos

tempos predeterminados. Observou-se que apenas 0s controles positivos, E.
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coli FVL-16 e C3888, de a-hemolisina e enterohemolisina, respectivamente,
apresentaram resultados positivos. As Figuras 7 e 8 mostram a acéo da a- e
enterohemolisinas dessas culturas controle nas placas de Agar sangue.
Barrow e Hill (1989) ao pesquisarem fatores de viruléncia em 237 E. coli
isoladas de mastite na Gré-Bretanha, observaram a produgédo de hemolisinas
(a-hemolisinas) em apenas 5% e descreveram essa caracteristica, juntamente
com outros fatores de viruléncia, como marcadores normalmente associados
com tipos invasivos ou enteropatogénicos de E. coli. Assim, pelo fato de que
apenas alguns isolados apresentaram este fator, consideraram que no geral, as

amostras analisadas n&o definiam um padrdo, mas sim refletiam uma

ocorréncia ocasional em comparacdo com padrdes intestinais.

Figura 7. Acéo de a-hemolisina (seta preta) Figura 8. Acdes de enterohemolisina (seta
produzida pela Escherichia coli FVL-16 branca) produzida pela Escherichia coli
(controle positivo).em Agar Sangue 5% C3888 (controle positivo) e de a-hemolisina
apés 3h de incubagéo a 37°C. (seta preta) produzidas pela Escherichia

coli FVL-16 (controle positivo) ap6s 24h de
incubacgéo a 37°C .

Em 76 isolados de E. coli de mastite clinica bovina nos EUA, Hogan et
al. (1990), encontraram este efeito hemolitico respectivamente em 3,9 e 2,6%
dos isolados submetidos ao meio de cultura contendo heméacias lavadas de
ovinos e bovinos. Ribeiro et al. (2006) analisaram 120 culturas de E. coli
isoladas de mastite bovina e verificaram a-hemolisina em oito (6,7%) e néo
detectaram producdo de enterohemolisinas. Dessa forma, varios estudos
(BEUTIN et al., 1988, 1989; BEUTIN e MONTENEGRO, 1990; MAINIL et al.,
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1999) concluem que as hemolisinas devem contribuir na viruléncia de E. coli no
desenvolvimento da mastite, embora, provavelmente, n&do representem
mecanismos essenciais na ocorréncia de infeccbes clinicas na glandula
mamaria bovina (RIBEIRO et al., 2006). Isto poderia explicar a auséncia
dessas hemolisinas nos isolados de E. coli estudados, visto que foram isolados
de mastite clinica. Tém-se observado a producdo de a-hemolisina em indices
iguais ou superiores a 30% em outras afeccfes extra-intestinais nos animais e
no homem, notadamente em peritonites, meningites, infec¢cbes urinarias e
septicemias (LUDWIG e GOEBEL, 1997). Nestas, a disponibilizagéo do ferro
mediante a acdo hemolitica de determinados isolados de E. coli, bem como a
acado nos neutrdfilos, sdo mecanismos bem caracterizados na viruléncia do
agente. Desta forma, a producdo deste fator de viruléncia provavelmente
contribui na patogenicidade de E. coli na mastite, embora pareca né&o
representar um fator primério no estabelecimento de infec¢des clinicas na
glandula mamaria bovina (RIBEIRO et al., 2006).

No presente estudo, nenhum isolado apresentou efeito compativel com
a producdo de enterohemolisina. Semelhante a a-hemolisina, a producdo de
enterohemolisina provavelmente ndo possui relacdo direta com o
estabelecimento de mastite. Entretanto, sua detecgcédo em linhagens de E. coli,
assume importancia no contexto de Saude Publica em virtude de relatos de sua
eventual associacdo com VTEC ou EPEC (BEUTIN et al., 1988; LUDWIG e
GOEBEL, 1997).

5.3. Resisténcia aos antimicrobianos

Embora os isolados apresentarem-se ndo resistentes in vitro frente a
maioria dos antimicrobianos testados, nove (33,3%) apresentaram-se
resistentes ao Sulfadiatrim, enquanto quatro (14,8%) foram resistentes a
Ampicilina (Tabela 4). Foram encontrados também isolados de E. coli
apresentando resisténcia intermediaria a Neomicina (3,7%) e ao Sulfadiatrim
(18,5%). Dados apresentados na Tabela 4.

A Figura 9 mostra a cepa ATCC controle usado na realizacdo do
antibiograma. Os maiores indices de sensibilidade in vitro (100%) foram

observados para Cefalexina, Cefoperazone, Ceftiofur, Enrofloxacin,
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Gentamicina e Florfenicol; seguida da Neomicina com 96,3% de sensibilidade.
Quatro isolados (14,8%), E. coli 30 (Figura 10), 3536, 3890 e 3950

apresentaram resisténcia simultanea a Ampicilina e ao Sulfadiatrim (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil de resisténcia dos isolados de Escherichia coli encontrado
frente aos antimicrobianos testados

Antimicrobianos Ne de Is,olgdos Ne de |SO-|jad-OS N de_ Isolados
Sensiveis Intermediéarios Resistentes
Ampicilina 23 (85,2%) - 4 (14,8%)
Cefalexina 27 (100%) - -
Cefoperazone 27 (100%) - -
Ceftiofur 27 (100%) - -
Enrofloxacina 27 (100%) - -
Florfenicol 27 (100%) - -
Gentamicina 27 (100%) - -
Neomicina 26 (96,3%) 1(3,7%) -
Sulfadiatrim 13 (48,2%) 5 (18,5%) 9 (33,3%)

N = ndimero de isolados.

Figura 9. Cepa de Escherichia coli ATCC Figura 10. Isolado de Escherichia coli 30 em

25922 em Agar Muller Hinton. Controle de  Agar Muller Hinton apresentando perfil de

medida dos halos. resisténcia a Ampiciina e ao Sulfadiatrim,
simultaneamente.

Soogard (1982), na Dinamarca, analisou a resisténcia bacteriana in vitro

em 131 isolados de E. coli provenientes de casos de mastite bovina clinica e

subclinica. Dentre os antimicrobianos testados constatou os maiores indices de

resisténcia para ampicilina (22,6%), neomicina (13,6%) e cloranfenicol (7,5%).

Referiu também a ocorréncia de resisténcia multipla de E. coli ao redor de 50%
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dos antimicrobianos ensaiados, ressaltando a resisténcia simultdnea a cinco
drogas, em oito cepas (6,1%). Barrow e Hill (1989), na Inglaterra, referiram a
resisténcia a um ou mais antimicrobianos em 22% dos isolados, destacando os
maiores indices de resisténcia do agente para ampicilina (14%). Neste
presente estudo 33,3% dos isolados foram resistentes para Sulfadiatrim, e
14,8% para Ampicilina.

Em relacdo a crescente resisténcia “in vitro” aos antimicrobianos em E.
coli isoladas de mastite, Ribeiro (2006), cita os estudos de Stephan e Risch
(1997) realizados na Alemanha que demonstraram em 95 isolados, 29% dos
seus isolados resistentes (uma a sete drogas), com o0s maiores indices
constatados para sulfametoxazol (23,1%), tetraciclina (19%) e ampicilina
(16,8%). Ribeiro et al. (2006) também verificaram as maiores taxas de
resisténcia para Ampicilina (24,1%) e da Sulfa-Trimetoprim (12,5%), embora
tenham identificado 13,3% de isolados resistentes a Ceftiofur, enquanto no
presente estudo 100% foram sensiveis.

Os achados neste estudo relacionados ao perfil de resisténcia dos
isolados de E. coli aos antimicrobianos usados no tratamento da mastite
definem um padrdo de baixa resisténcia, comparados com os estudos de
Soogard (1982); Barrow e Hill (1989) e de Ribeiro et al.( 2006).

Resisténcia simultanea a Ampicilina e a Sulfadiatrin foi observada em
14,8% dos isolados, concordando com os resultados dos estudos discutidos
acima e com os estudos de Ribeiro et al. (2006). Em seus estudos, 20% dos
isolados de E. coli obtidos de leite mastitico mostraram resisténcia a dois ou
mais antimicrobianos, incluindo drogas consideradas efetivas na terapia do
agente. Assim a ocorréncia crescente de E. coli multiresistentes em casos de
mastite bovina pode decorrer do uso indiscriminado de antimicrobianos na
terapia intramamaria e/ou parenteral, no emprego de subdosagens, ou mesmo
no tratamento sem o respaldo de testes de sensibilidade microbiana, recaindo
a escolha da droga na experiéncia de terapias anteriores ou no apelo comercial

dos produtos.
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5.4. Resisténcia ao soro

Apenas um isolado foi considerado sensivel (3,7%), 11 intermediarios
(40,7%) e 15 deles (55,5%) resistentes a acao do soro bovino in vitro (Tabelas
5e6).

Os isolados de E. coli puderam ser divididos nos trés grupos
mencionados, de acordo com 0 seu crescimento na presenca de 33% de soro
bovino. Para todos os grupos, a curva de crescimento se apresentou similar na
presenca do soro normal e tratado com EGTA, definindo uma curva padréo,
segundo a metodologia adotada.

Na década de 80, Sanchez-Carlo et al. (1984), analisando 184 culturas
de E. coli isoladas de vacas com mastite clinica aguda, desafiadas contra
producdo de enterotoxinas, poder de invasividade e resisténcia ao soro,
concluiram que a habilidade de resisténcia ao soro foi a Unica propriedade que
poderia estar relacionada com viruléncia, pois a quase totalidade de seus
isolados (99,5%) se apresentaram resistentes e somente um se apresentou
fracamente sensivel. Em nosso estudo, embora 55,5% dos isolados foram
dados como resistentes, pode-se considerar a parcela dos isolados com
comportamento intermediario (40,7%), como “potencialmente” resistentes ao
soro, elevando o perfil de resisténcia para quase totalidade dos isolados
tomados para analise, ja que somente um deles se mostrou sensivel auténtico,
onde podemos estabelecer no minimo, uma estreita correlagdo com as
observacdes de Carroll (1973) e Sanchez-Carlo (1984). Considerando as
observacbes de Nemeth et al. (1991) que também encontrou uma
comparativamente baixa porcentagem de isolados resistentes (64%) em
relacdo a outros achados, relacionou esta diferenca com a possibilidade de ser
devido as variacdes nas metodologias e na concentracdo do soro usado em
outras pesquisas.

Varios outros autores mencionam a avaliacdo da resisténcia ao soro da
mesma forma: i) Barrow e Hill (1989) utilizando-se da metodologia de
referéncia para avaliacdo da resisténcia ao soro (Contagem de células viaveis)
observaram em 230 dos 233 isolados testados (98,7%) a habilidade de resistir
a incubacéo ao soro. Sugerem que esta caracteristica de viruléncia foi a mais

importante de seus isolados, particularmente em relagédo a sobrevida no Ubere.
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i) Nemeth et al., em 1994, se referem a habilidade para resistir ao soro, como
sendo o unico potencial fator de viruléncia associado a E. coli isoladas de
mastite bovina, pois encontrou 76% de positividade nos seus isolados de
mastite, 84% nos isolados fecais de vacas com mastite e 66% dos isolados
fecais de vacas sadias. iii) Fang e Pyorala (1995) concluiram que 68% de seus
isolados de E. coli, de um total de 169 isolados de mastite clinica bovina, foram
resistentes ao soro. Elucidaram também, que esta qualidade ndo apresentava
correlagcdo com o perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Esses dados estéo
de acordo com os resultados aqui discutidos, ndo houve correlagdo entre as
resisténcias, ao soro e aos antimicrobianos nos 27 de E. coli isoladas de leite

mastitico.
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Tabela 5. Valores de absorbancia definindo o perfil de resisténcia dos isolados
de Escherichia coli encontrado frente ao soro tratado.

Isolados Omin 30min 60min 90min  120min  180min % Resultado
3922 0,325 0,317 0,345 0,349 0,343 0,338 104,0 resistente
29 0,329 0,327 0,351 0,346 0,341 0,338 102,7 resistente
3397 0,306 0,342 0,336 0,328 0,320 0,310 101,3 resistente
2058 0,302 0,320 0,321 0,313 0,310 0,304 100,7 resistente
27 0,327 0,327 0,341 0,335 0,334 0,322 98,5 resistente
3888 0,322 0,355 0,335 0,326 0,324 0,317 98,4 resistente
26 0,362 0,354 0,378 0,372 0,366 0,356 98,3 resistente
219 0,297 0,321 0,302 0,296 0,291 0,285 96,0 resistente
4 0,384 0,401 0,387 0,375 0,373 0,367 95,6 resistente
3890 0,253 0,253 0,239 0,238 0,236 0,237 93,7 resistente
3H 0,324 0,325 0,301 0,295 0,299 0,300 92,6 resistente
3950 0,270 0,272 0,265 0,260 0,259 0,250 92,6 resistente
2 0,405 0,441 0,415 0,375 0,378 0,374 92,3 resistente
3901 0,254 0,259 0,244 0,240 0,239 0,234 92,1 resistente
39 0,351 0,385 0,351 0,331 0,327 0,319 90,9 resistente
1 0,329 0,329 0,314 0,300 0,301 0,297 90,3 resistente
3E 0,408 0,415 0,391 0,386 0,380 0,368 90,2 resistente
3889 0,294 0,291 0,273 0,267 0,267 0,260 88,4  intermediario
3536 0,383 0,353 0,338 0,343 0,339 0,337 88,0 intermediario
5 0,366 0,373 0,239 0,344 0,333 0,316 86,3 intermediario
30 0,353 0,386 0,329 0,310 0,306 0,297 84,1 intermediario
51 0,211 0,210 0,196 0,185 0,176 0,171 81,0 intermediéario
24 0,366 0,341 0,308 0,279 0,267 0,259 70,8  intermediario
25 0,240 0,191 0,157 0,147 0,147 0,156 65,0 intermediario
23 0,295 0,267 0,215 0,195 0,190 0,191 64,7  intermediario
53 0,275 0,266 0,190 0,175 0,168 0,152 55,3 intermediario
54 0,346 0,312 0,258 0,225 0,209 0,169 48,8 sensivel

% = variacdo da absorbancia em porcentagem considerando a leitura inicial de 100%.
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Tabela 6. Valores de absorbancia definindo o perfil de resisténcia dos isolados
de Escherichia coli encontrado frente ao soro néo tratado.

Isolados Omin 30min  60min  90min  120min 180min % Resultado
3922 0,264 0,266 0,263 0,260 0,266 0,292 110,6 resistente
26 0,344 0,364 0,388 0,384 0,380 0,372 108,1 resistente
3950 0,253 0,261 0,260 0,258 0,258 0,268 105,9 resistente
27 0,338 0,349 0,365 0,363 0,360 0,353 104,4 resistente
3E 0,362 0,381 0,387 0,383 0,379 0,372 102,8 resistente
3889 0,318 0,335 0,338 0,330 0,323 0,321 100,9 resistente
3536 0,334 0,341 0,345 0,345 0,340 0,337 100,9 resistente
3890 0,298 0,296 0,273 0,264 0,259 0,297 99,7 resistente
3H 0,357 0,376 0,364 0,363 0,363 0,349 97,8 resistente
2 0,402 0,424 0,407 0,406 0,396 0,379 94,3 resistente
2058 0,318 0,306 0,305 0,305 0,300 0,299 94,0 resistente
3901 0,235 0,231 0,224 0,215 0,213 0,220 93,6 resistente
39 0,345 0,339 0,334 0,324 0,320 0,319 92,5 resistente
1 0,365 0,362 0,338 0,330 0,335 0,337 92,3 resistente
0,419 0,415 0,402 0,395 0,392 0,386 92,1 resistente
24 0,341 0,339 0,333 0,306 0,300 0,296 86,8 intermediario
3397 0,317 0,308 0,294 0,278 0,268 0,258 81,4 intermediario
5 0,414 0,410 0,401 0,373 0,354 0,336 81,2 intermediario
3888 0,402 0,400 0,390 0,355 0,340 0,323 80,3 intermediario
51 0,231 0,223 0,209 0,200 0,191 0,177 76,6 intermediario
29 0,289 0,312 0,334 0,339 0,342 0,220 76,1 intermediario
219 0,321 0,311 0,308 0,280 0,260 0,241 75,1 intermediario
23 0,316 0,265 0,230 0,213 0,212 0,234 74,1 intermediario
30 0,362 0,335 0,295 0,257 0,240 0,228 63,0 intermediario
53 0,236 0,209 0,179 0,161 0,155 0,147 62,3 intermediario
25 0,262 0,218 0,181 0,162 0,155 0,154 58,8 intermediario
54 0,326 0,310 0,276 0,221 0,194 0,164 49,9 Sensivel

% = Variacao da absorbancia em porcentagem considerando a leitura inicial de 100%.

5.5. Producéao de biofilmes

Todos os isolados testados apresentaram-se produtores de biofilme in
vitro (Tabela 7). Dos 27 isolados, cinco (18,6%) se apresentaram grandes
produtores, 11 isolados (40,7%) moderados produtores e igualmente 11
isolados (40,7%) se apresentaram fracos produtores de biofilme.

Resultados dos estudos de Dopfer et al. (1999), que avaliam a
recorréncia de mastite clinica por E. coli em rebanhos leiteiros na Holanda,
demonstram que episodios recorrentes em algum dos quartos de uma vaca séo
altos e sugerem o envolvimento de um fator do animal que em adicdo com

fatores de viruléncia do patdégeno, podem resultar em uma elevada
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susceptibilidade para infec¢bes intramamdrias em alguns animais. Estes
resultados, segundo eles, criam uma necessidade de se estudar a patogénese
da mastite persistente causada por E. coli, como uma reavaliagdo do
emergente reservatorio intramamario deste agente e a sua evolucdo para
recorréncia do episodio clinico de mastite durante a infec¢cdo intramamaria
persistente. Levando-se em conta que a formacéo de biofilmes por E. coli esta
relacionada na patogénese de varias infeccbes crbnicas em humanos tais
como prostatite bacteriana e infeccbes do trato biliar (DONLAN e
COSTERTON, 2002), e o fato de que a E. coli € um dos maiores patégenos
envolvidos na mastite bovina, a dificuldade de tratamento em infeccdes
mamarias recorrentes pode estar relacionada com a habilidade deste patdégeno
em formar biofilmes, assim como, sua maior capacidade de superar o sistema
de defesa do animal (MELCHIOR et al., 2006).

Considerando que a formacdo de biofilmes bacterianos protege suas
células contra a atividade fagocitica dos macrofagos (JOHNSON et al., 1986), a
presenca desta capacidade em todos os isolados de E. coli obtidos de leite
mastitico € um dado preocupante, visto que podera resultar em mastites

recidivantes logo apds o termino da terapia antimicrobiana.

5.6. Pesquisa do antigeno capsular K-1

O teste presuntivo de aglutinacdo em latex para a deteccdo qualitativa
direta de antigenos K1 de E. coli, neste estudo, apresentou-se negativo para
todos os 27 isolados de E. coli. O antigeno capsular K1 foi demonstrado ser um
importante fator de viruléncia em E. coli na patogénese de doencas
extraintestinais em humanos (TAYLOR, 1983; AGUERO et al., 1984) por
blogueio da a¢do do complemento na célula bacteriana.

Nemeth et al. (1991), detectou apenas 3% de seus isolados, como
positivos para o antigeno K1, analisando 225 E. coli provenientes de filtros de
maquinas de extracdo leiteira, amostras de leite e amostras fecais
Verotoxigénicas e enterotoxigénicas. Kaipainen et al. (2002), analisando 273
culturas de E. coli, ndo detectaram antigeno capsular K1 em todos os seus
isolados, achados estes concordantes com o presente estudo. Assim como

Kaipainen et al. (2002) este estudo se apresentou limitado na tentativa de se
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fazer a correlagdo deste antigeno com a resisténcia ao poder bactericida do
soro. Barrow e Hill (1989) conclui que a relacao resisténcia ao soro e presenca
de capsula, ndo é muito clara, pois de quatro isolados capsulados testados,
trés deles foram soro-resistentes, mas outros isolados ndo capsulados também
se apresentaram soro-resistentes.

Diante do que foi discutindo, a Tabela 7 mostra os resultados gerais da
deteccdo dos fatores de viruléncia de isolados de Escherichia coli obtidos de

leite mastitico por testes fenotipicos.
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Tabela 7. Resultados gerais da deteccao dos fatores de viruléncia de isolados
de Escherichia coli obtidos de leite mastitico, por testes fenotipicos

Fatores de Viruléncia — Andlise Fenotipica

isolados

Hemolisinas Sensibilidade microbiana Toxinas

Biofilmes
Alfa
Entero
VT
LT
CNF

Ceftiofur
Resisténcia ao
Soro

Sulfadiatrim

Antigeno
Capsular K1

N B

3E
3H

23
24
25
26
27
29
30
39
51
53
54
219
2058
3397
3536
3888
3889
3890
3901
3922
3950

TONOTOOITOOOOOLONTOOOOONOOONOnn Ampiclina
VOO NNNOOLOOOONONNONNnOOnonon| Cefalexina
VOOLNNNVOOVLOOONNNOOOnnnnnnononCefoperazone
VNNV OONOOONnNnnnnnon|Enrofloxacina
VNNV NOONnNnnnnon| Florfenicol
VNNV OONOOONnNNNnnnnon| Gentamicina
NV —OLNNOOOONnnnn Neomicina

MZTIOZIZIZIZINTZOOTTMTMTNENZINTNINZZIO
AV —TO—00D0OLLLLITOLOLLLOLOLOLOLOO ——0OW0 —
000 0—0V—0V—-—UN——V——TVO————DVDVVOD

nHeomwomunonomuoumnoumumunnmomumnoumumunuummomunnomuomunumomom

S = sensivel; R = resistente, | = intermediario, G = grande produtor de biofiime; M =

médio produtor; e F = fraco produtor.

5.7. Caracterizacao genotipica

Todos os isolados testados apresentaram ao menos um marcador de
viruléncia (Tabela 2), sendo o antigeno fimbrial do tipo 1 comum a todos.
Nenhum dos isolados continham genes para os fatores de colonizacdo
(fimbrias K99, F41, F17 e F165 e a intimina Eae), para as toxinas (STa, LT1,
LT2, VT1, FCN e CLDT), para os marcadores fimbriais extraintestinais (sfa, afa

e saa) e para as hemolisinas (Ehly e hly), assim como para invasina ipaH e
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para o plasmideo CVD432, marcador de EAEC. Todos esses genes sao
relacionados com E. coli patogénicas e relatados em experimentos que tentam
correlaciona-los com a etiologia da mastite bovina (LIPMAN et al., 1995;
KAIPAINEN et al., 2002; BEAN et al., 2004; WENZ et al., 2006).

Ao agrupar os marcadores de viruléncia, verificou-se que somente o
marcador para fimbria tipo 1 foi detectado isoladamente, sendo os demais
detectados em diferentes associacfes (Tabela 3). Esse marcador de viruléncia
codifica um tipo de fimbria comum, bastante estudada em E. coli e
caracterizada por sua habilidade de ligacédo a residuos de D-manose presentes
em uma grande variedade de superficies celulares (SUSSMAN, 1997). Além de
estarem presentes em isolados clinicos, também séo expressas por comensais
o que dificulta a determinacdo de seu papel na viruléncia deste agente
(SUSSMAN, 1997).

Wenz et al. (2006) na tentativa de avaliar a presenca do gene cs31a, em
123 isolados obtidos de vacas apresentando graus variados de severidade
clinica associados a mastite, observaram a presenca deste gene em somente
um dos isolados. Este gene responsavel pela expressao da adesina afimbrial
CS31A foi anteriormente descrito em E. coli de vacas com diarréia ou sépticas
(BERTIN et al., 1998).

Lipman et al. (1995) em um total de 20 E. coli isoladas a partir de casos
de mastite bovina examinaram a producdo de fimbrias. Onze dos seus 20
isolados foram considerados positivos para fimbria F17, contrapondo os dados
deste estudo que ndo conseguiu detecta-los (Tabela 2). Kaipainen et al. (2002)
identificaram os seguintes genes: 11% de aer, 9% de f17, 8% de sfa, 7% de
pap, 1% de afa8D e 1% de afa8E em seus isolados da Finlandia; e 4% de aer,
1% de sfa e 1% de f17 em seus isolados provenientes de Israel, porém em
nenhum dos isolados o fator de colonizacdo Cs31A, se apresentou. Esse dado
discorda com os resultados relatados no presente estudo, no qual esteve
presente em 29,6% dos isolados.

Alguns dos genes que codificam os marcadores de viruléncia detectados
nesse estudo estdo presentes em formas genéticas moveis como plasmideos
(Cs31A, STh e EAST1) e bacteriéfagos (VT2) (Quadro 3). A presencga desses
fatores de viruléncia em E. coli isoladas de leite mastitico & preocupante, pois

favorece a transferéncia horizontal destes genes para linhagens de bactérias
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nao virulentas da mesma espécie, ou mesmo de outras espécies, levando a um
alto grau de adaptabilidade destes agentes em outros ambientes e até mesmo
no homem, tendo o leite como principal veiculo de transmisséao.

A andlise filogenética tem demonstrado que as cepas de E. coli dividem-
se em quatro grandes grupos - A, By, B, e D (HERZER et al., 1990). Cepas
virulentas extra-intestinais pertencem principalmente ao grupo B, e com menor
frequéncia ao grupo D, enquanto que a maioria das cepas comensais pertence
ao grupo A e Bl. Estudos tém mostrado a necessidade de buscar o
entendimento de como cepas patogénicas adquirem genes de viruléncia
(BINGEN et al., 1998). Certos genes ou fragmentos de DNA podem ser
marcadores de grupos filogenéticos especificos. Com relacdo a analise
filogenética, 23 (85%) das culturas de E. coli analisadas se apresentaram
compativeis com o grupo A (amostras comensais), e apenas quatro (15%) ao
grupo Bl (amostras também comensais mais freqientes em mamiferos nao
primatas). Pode-se inferir que bactérias comensais poderiam estar adquirindo
fatores de viruléncia e consequentemente se adaptando a novos nichos.
Comparacdes entre os genomas de E. coli patogénicas e a E. coli K12 (n&o
patogénica) revelam que o genoma da primeira contém aproximadamente 25%

de DNA gendmico a mais do que a néo patogénica (KAPER et al., 2004).
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5. CONCLUSAO

Pelo que foi discutido, verificou-se que os fatores de viruléncia mais
evidenciados nos isolados de E. coli obtidos de leite mastitico sédo producéo de
biofilmes em 100% dos isolados (em diferentes niveis) assim como o fator
fimbrial Tipo 1, seguida da resisténcia ao soro com 96,2%, entre
individualmente resistentes e intermediarios; producdo de enterotoxina do tipo
Stb em 55,6%, resisténcia aos antimicrobianos em 33,33%; adesina fimbrial
Cs31A em 29.6% e por ultimo a producao de Verotoxina em 7,4% dos isolados.
Entretanto, ndo houve evidéncias de associacdo entre expressdo desses
fatores entre os isolados de E. coli causadoras de mastite.

Porém, considerando os resultados de marcadores moleculares de
fatores de viruléncia, observou-se associagao direta entre a presenca do gene
vt2 e a producéo in vitro de VT2. Quanto aos outros marcadores moleculares,
nao se observou associacdo entre suas presencas e expressao de fatores de
viruléncia.

A forma com que os fatores de viruléncia se apresentaram neste
experimento reflete sua ocorréncia ocasional, com perfis dispersos
contrastando com linhagens de E. coli entéricas e extraintestinais.

O perfil filogenético dos isolados de E. coli em analise genotipica neste
estudo demonstrou-se compativel com amostras comensais, revelando a
necessidade de estudos que possam tornar elucidativo o grau de

adaptabilidade a glandula mamaria por parte destes isolados.
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