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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar os padroes de resisténcia de cepas de Escherichia coli, portadoras e ndo
portadoras dos genes stx1, stx2 e eae, isoladas de fezes de bovinos leiteiros, a dez antimicrobianos. Foram
coletadas 800 amostras de fezes de vacas leiteiras de duas propriedades rurais da regido de Dracena (SP),
durante o periodo de janeiro a junho de 2011. Apds o isolamento das cepas, foi extraido o DNA das amos-
tras pelo método de fervura. O DNA foi amplificado e verificou-se a presenga dos genes de viruléncia de
E. coli produtora da toxina shiga. Foram identificadas 90 amostras com a presen¢a somente do gene stx1,
97 amostras somente com o gene stx2, 45 amostras somente com o gene eae e 115 amostras sem os genes
de viruléncia. Os padrdes de resisténcia foram similares entre os isolados portadores ou ndo dos genes de
viruléncia stx1, stx2, eae. Contudo, ndo foi verificada nenhuma relagio entre os padrdes de viruléncia e os
padroes de resisténcia aos antimicrobianos entre as amostras.

Palavras-chave: STEC. Antibiéticos. Eae. Stx1. Stx2. Vacas leiteiras.

Abstract

The present study aimed to evaluate the antimicrobial resistance patterns of strains of Escherichia coli,
carriers or not carriers of stx1, stx2 and eae genes, isolated from feces of dairy cattle to ten antimicrobials.
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Avaliagao dos padroes de resisténcia a antimicrobianos de cepas de Escherichia

coli portadoras e nao portadoras dos genes stx1, stx2 e eae

Eight-hundred (800) fecal samples of dairy cows were collected with the aid of a rectal swab from two farms in

the region of Dracena - State of Sdo Paulo, Brazil, from January to June 2011. DNA was extracted from isolates

obtained from the fecal samples by the boiling method and DNA was amplified by PCR to verify the presence of

STEC (shiga toxin E. coli) virulence genes. Ninety (90) samples contained only the stx1 gene, 97 samples only

the stx2 gene, 45 samples only gene with eae gene and 115 samples did not contain virulence genes. Resistance

levels were similar among isolates with or without stx1, stx2 and eae virulence genes. No relationship was

found between patterns of virulence and antimicrobial resistance patterns.

Keywords: STEC. Antibiotics. Eae. Stx1. Stx2. Dairy cows.

Introducao

Os isolados da Escherichia coli produtora da to-
xina shiga (STEC) sdo considerados os mais im-
portantes patdégenos entre os grupos de microrga-
nismos emergentes de origem alimentar, sendo o
maior causador de inflamag¢des no trato gastrintes-
tinal e podendo causar colite hemorragica ou sin-
drome urémica hemolitica, tornando-se a principal
causa de faléncia renal aguda em criangas (BEUTIN
etal, 2004).

De acordo com Chapman et al. (2001), os rumi-
nantes, em especial bovinos, ovinos e caprinos sdo
os principais portadores de cepas de STEC causa-
dora de infeccdes em humanos e sua transmissao
ocorre, principalmente, por meio do consumo de
carne mal cozida, produtos lacteos ndo pasteuriza-
dos, vegetais e 4gua contaminada por fezes conten-
do cepas de STEC (CAPRIOLI et al., 2005).

As doengas causadas em humanos devido a ce-
pas de STEC ocorrem por meio da toxina shiga, sin-
tetizada pela bactéria portadora dos genes stx1, stx2
e suas variantes, que inibem a sintese proteica das
células dos hospedeiros, promovendo assim a mor-
te celular. Outro fator de viruléncia em STEC inclui o
gene eae que codifica uma intimina responsavel por
lesionar células eucaridticas (CHART, 2000).

Shea (2003) relatou um aumento no nimero de
microrganismos patogénicos multirresistentes a di-
versos antimicrobianos nos ultimos anos, tornan-
do-se um problema crescente na medicina huma-
na e veterinaria. Observacodes sugerem que o uso de
antibidticos na produc¢do animal é uma for¢a motriz
para o desenvolvimento da resisténcia aos antibi-
Oticos de certas espécies de bactérias patogénicas
(WITTE, 1998).

Autilizacao de antibiéticos napecudria é um tema
controverso devido ao potencial de transferéncia de

elementos de resisténcia aos antibioticos presentes
em bactérias nos animais para bactérias presentes
nos seres humanos, podendo impactar diretamente
a saude publica causando falha no tratamento, pro-
longamento da doenca, aumento dos custos associa-
dos, bem como a morte (KELLY et al., 2004).

Caso ocorra correlacdo entre perfil de viruléncia
e perfil de resisténcia a antimicrobianos como al-
guns estudos sugerem (GALLAND etal.,2001; MENG
etal.,, 1998; SCHROEDER et al,, 2002; WILLSHAW et
al,, 2001), o uso indiscriminado destes medicamen-
tos poderiam selecionar concomitantemente cepas
resistentes e também as patogénicas portadoras de
genes de viruléncia, o que poderia contribuir para o
aumento das ocorréncias de doencas causadas por
cepas de STEC.

O presente estudo objetivou comparar os pa-
drdes de resisténcia a dez antimicrobianos de cepas
de Escherichia coli portadoras e ndo portadoras dos
genes stx1, stx2 e eae isoladas de fezes de bovinos
leiteiros.

Materiais e métodos

Coleta das amostras e isolamento das cepas

Foram coletadas 800 amostras de fezes de vacas
leiteiras, com auxilio de swab retal de duas proprie-
dades rurais da regido de Dracena (SP), durante o
periodo de janeiro ajunho de 2011. Os swabs foram
introduzidos no reto dos animais e imediatamente
colocados em tubos de ensaio, contendo caldo verde
brilhante, e transportados em seguida para o labo-
ratério de microbiologia da Universidade Estadual
Paulista, Campus Experimental de Dracena. No la-
boratério, uma aliquota de 1 mL de cada tubo de
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ensaio foi inoculada em uma placa de Petri conten-
do Agar MacConkey e incubada em estufa micro-
bioldégica a 37 °C por 24 h para o isolamento das
cepas de E. coli. De cada placa de Petri foram sele-
cionadas cinco colonias com caracteristicas cultu-
rais morfoldgicas semelhantes as de E. coli e foram
identificadas, segundo metodologia de Koneman et
al. (1997), com base nos testes de fermentacao da
lactose, producao de indol, rea¢des de vermelho de
metila, utiliza¢do de citrato, producdo de urease e
producgado de gas sulfidrico, ap6s incubacdo por 24
ha37°C.

O presente projeto foi aprovado pela Comissdo
de Etica Local da Universidade Estadual Paulista,
sob o protocolo de ntimero 21/2010.

Extracao do DNA bacteriano

O DNA microbiano foi extraido segundo a téc-
nica de Keskimaki et al. (2001). As colonias de
E. coli foram semeadas e incubadas a 37 °C por
12 h em tubos de ensaio contendo 1 mL de caldo
Luria. Em seguida, as culturas foram transferidas
para microtubos tipo Eppendorf e centrifugada a
15.000 x g por 1 min para precipitacdo das célu-
las e descarte do sobrenadante. As células preci-
pitadas foram suspensas duas vezes em 250 pL
de agua ultrapura estéril e agitada em vortex por
30 s. Ap6s a segunda lavagem, os microtubos fo-
ram colocados em dgua fervente por 10 min e cen-
trifugados a 14.000 x g por um periodo de 30 s.
Retirou-se 150 pL do sobrenadante que foi trans-
ferido para outro microtubo e estocado em free-
zer até o momento do uso.

Procedimento do PCR Multiplex
e deteccao dos genes

Para o procedimento de amplificacdo por PCR
multiplex foi seguida a metodologia de Vidal et al.
(2005), adaptada para conter primers para am-
plificacdo apenas dos genes stx1, stx2 e eae. Cada
50 pL da mistura da reacdo conteve 1 mM de de-
soxinucleosideos trifosfato, 2 pmol de cada pri-
mer, 1,5 mM MgCl, tampdo (10 mM tris HCL,
50 mM KCl), 0,2 pL de Taq DNA polimerase e 3 pL
de DNA molde.

Foram utilizados 40 pL da mistura de reagdo pré-
-aquecida a 94 °C por 5 minutos e acrescentou-se 8

unidades de Taq DNA polimerase na mistura de re-
acdo. As amostras foram amplificadas por 35 ciclos,
sendo que cada ciclo foi constituido em 1,5 minutos
a 94 °C para desnaturacdo, 1,5 minutos a 60 °C para
o anelamento com os primers e 1,5 minutos a 72 °C
para elongacao.

Os pares de primers utilizados para amplifi-
cacdo dos genes a seguir foram, respectivamente:
stx1: CAG TTA ATG TGG TGG GGA AGG e CAC CAG
ACA ATG TAA CCG CTG, para gerar amplicon de
tamanho esperado de 348 pb; stx2: ATC CTA TTC
CCG GGA GTT TAC G e GCG TCA TCC TAT ACA CAG
GAG C, tamanho, para gerar amplicon de 584 pb;
eae: TCA ATG CAG TTC GGT TAT GAG TT e GTA AAG
TCC GTT ACC CCA ACC TG, para gerar amplicom de
482 pb.

Foram amplificadas as cepas-padrdo de E. coli
EDL933 (0157: H7, stx1, stx2 e eae) (controle posi-
tivo) e DH5a (controle negativo).

Sensibilidade a antimicrobianos

Todas as amostras contendo E. coli foram sub-
metidas a testes de sensibilidade pelo método de
difusdo de disco (CLSI, 2009) frente aos seguintes
antimicrobianos: ampicilina, tetraciclina, trimeto-
prina, eritromicina, dcido nalidixico, estreptomici-
na, novobiocina, lincomicina, penicilina e neomici-
na (CECON, Sao Paulo).

Comparagoes realizadas

As comparagdes foram realizadas da seguin-
te maneira: todas as cepas de E. coli portadoras de
um unico gene de viruléncia ou nio foram separa-
das em um grupo. Entdo foram separados quatro
grupos de isolados, sendo que o primeiro grupo
continha 90 cepas que eram portadoras apenas do
gene stx1, 97 isolados pertencentes ao segundo gru-
po eram portadores apenas do gene stx2, 45 isola-
dos pertencentes ao terceiro grupo eram portado-
res apenas do gene eae e 115 isolados pertencentes
ao quarto grupo ndo eram portadores dos trés ge-
nes. Os padroes de resisténcia antimicrobiana para
cada grupo foram verificados e para cada resistén-
cia a um determinado antibiético foi dado um valor
numérico. Assim foi possivel verificar e comparar as
frequéncias que cada resisténcia aparecia em cada
grupo separado de E. coli.
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Analise estatistica

Os padrdes de resisténcia a antimicrobia-
nos entre as cepas de E. coli portadoras ou nio
dos genes stx1, stx2 e eae foram comparados por
meio do teste do Qui-quadrado para independén-
cia, utilizando o programa AgroEstat (BARBOSA;
MALDONADO, 2011) e considerando 5% como ni-
vel de significancia.

Resultados

Das 800 amostras coletadas, 561 foram confir-
madas bioquimicamente sendo E. coli, das quais
90 portavam apenas o gene stxI, 97 apenas o gene
stx2, 45 apenas o gene eae, 37 ambos o0s genes stx1
e stx2, 110 os genes stx1 e eae e 67 os genes stx2 e
eae (Tabela 1).

Os padrdes de resisténcia aos antimicrobianos
foram similares nos isolados portadores dos ge-
nes stx1 (Figura 1), stx2 (Figura 2), eae (Figura
3) e nos ndo portadores dos genes de viruléncia
(Figura 4).

Porém, nao houve relagdo (P>0,05) entre os pa-
droes de resisténcia aos antimicrobianos relaciona-
dos entre os isolados E. coli portadores ou ndo dos
genes de viruléncia stx1, stx2, eae.

Tabela 1 - Frequéncia dos fatores de viruléncia presentes
nos 561 isolados de Escherichia coli de fezes de vacas
leiteiras.

Fatores de viruléncia/ Nuamero de Frequéncia

isolados isolados (%)
stx1 somente 90 11,2
stx2 somente 97 12,1
eae somente 45 5,6
stx1 + stx2 37 46
stx1 + eae 110 13,7
stx2 + eae 67 8,4
Numero de E. coli isoladas 561 70,1
Namero de E.coli sem 0s 115 29,9

genes stx1, stxZ e eae

coli portadoras e nao portadoras dos genes stx1, stx2 e eae
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Figura 1 - Porcentagem dos padrdes de resisténcia dos
90 isolados de Escherichia coli portadores do gene stx1
provenientes de gado leiteiro da regiao de Dracena
Legenda: Amp: ampicilina, Tet: tetraciclina, Tri: trimetoprina, Eri: eritromicina,
Nal: &cido nalidixico, Est: estreptomicina, Nov: novobiocina, Lin: lincomicina,
Pen: penicilina e Neo: neomicina.

N =N 3 o
S S S S
L L

Porcentagem de Resisténcia
[
=]

=1
s

T T T T T
Lin Pen Nov Est Nal Eri Tet Tri Amp Neo
Antimicrobianos

Figura 2 - Porcentagem dos padroes de resisténcia dos
97 isolados de Escherichia coli portadores do gene stx2
provenientes de gado leiteiro da regiao de Dracena
Legenda: Amp: ampicilina, Tet: tetraciclina, Tri: trimetoprina, Eri: eritromicina,
Nal: acido nalidixico, Est: estreptomicina, Nov: novobiocina, Lin: lincomicina,
Pen: penicilina e Neo: neomicina.
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Figura 3 - Porcentagem dos padroes de resisténcia dos
45 isolados de Escherichia coli portadores do gene eae
provenientes de gado leiteiro da regiao de Dracena
Legenda: Amp: ampicilina, Tet: tetraciclina, Tri: trimetoprina, Eri: eritromicina,
Nal: acido nalidixico, Est: estreptomicina, Nov: novobiocina, Lin: lincomicina,
Pen: penicilina e Neo: neomicina.
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Figura 4 - Porcentagem dos padrdes de resisténcia dos
115 isolados de Escherichia coli nao portadores dos genes
stx1, stx2 e eae provenientes de gado leiteiro da regiao
de Dracena

Legenda: Amp: ampicilina, Tet: tetraciclina,Tri: trimetoprina, Eri: eritromicina,
Nal: acido nalidixico, Est: estreptomicina, Nov: novobiocina, Lin: lincomicina,
Pen: penicilina e Neo: neomicina.

Discussao

No presente estudo nao foi verificada relacdo en-
tre resisténcia antimicrobiana e fatores de virulén-
cia; no entanto, o elevado nivel de resisténcia das
cepas para 800 amostras de fezes torna-se motivo
de preocupacao.

Resultados similares foram relatados por Mora
et al. (2005) que analisaram 722 cepas de E. coli
isoladas de humanos, bovinos, ovinos e alimentos
carneos com o perfil de susceptibilidade a 26 ti-
pos de antimicrobianos em rela¢do aos seus soro-
tipos, fagos e fatores de viruléncia. Os resultados
demonstraram que ndo houve efeito em relacdo ao
perfil de suscetibilidade quando comparado a ce-
pas STEC 0157 das cepas STEC ndo 0157. As dife-
renc¢as ocorreram em relacdo a fonte dos isolados,
havendo uma associa¢do entre cepas de STEC nao
0157 portadora do gene stxI e um elevado nivel re-
sisténcia a ampicilina, amoxilina, cefalotina em re-
lacdo as cepas portadoras dos genes stx2 e de am-
bos os genes.

Zhao et al. (2001) demonstraram que os genes
de resisténcia aos antimicrobianos sao transporta-
dos por elementos moéveis, sendo capazes de serem
transferidos para cepas bacterianas patogénicas.

Analisando 177 cepas de STEC quanto a susce-
tibilidade a antimicrobianos e a presenca de inte-
grons, Nagachinta e Chen (2009) sugeriram uma
possivel atuacdo do integron de um plasmideo

conjugativo na disseminacgdo de genes de resistén-
cia a antibiéticos e de patogenicidade de E. coli.

O gene de viruléncia com maior predominan-
cia encontrado no presente estudo foi o stx2, cor-
roborando com os dados encontrados por Gow e
Waldner (2009) e Bandyopadhyay et al. (2009)
que observaram a presenc¢a do gene stx2 em iso-
lados de bezerros e yaks (Poephagus grunniens),
respectivamente. O gene com menor predominan-
cia observado neste estudo foi o eae, e dados se-
melhantes foram registrados em bovinos e ovinos
(BLANCO et al,, 2003) e em yaks (Poephagus grun-
niens) (BANDYOPADHYAY et al., 2009). Outros es-
tudos relataram que os genes stx2 e eae sdo mais
associados a graves doenc¢as em humanos do que
stx1 (BOERLIN etal.,, 1999).

Contudo, a ndo relacdo entre os fatores de vi-
ruléncia e elementos de resisténcia aos antimicro-
bianos pode ser explicada pela diferente localiza-
cdo desses fatores e elementos, estando os fatores
de viruléncia normalmente localizados nos cromos-
somos e os genes de resisténcia a antimicrobianos
em plasmideos (HACKER et al., 1990; BLUM et al,,
1994).

Conclusao

A partir dos dados obtidos, observou-se que os
padroes de resisténcia aos antimicrobianos de iso-
lados de E. coli portadores e ndo portadores dos ge-
nes stx1, stx2 e eae sio semelhantes, independen-
temente da presenca dos genes de viruléncia que
as cepas do grupo sao portadoras. Os resultados
de resisténcia aos antimicrobianos foram muito se-
melhantes para o grupo no qual as cepas de E. coli
eram ndo portadoras do gene estudado. Esse resul-
tado nos leva a concluir que os padrdes de resistén-
cia antimicrobiana ndo estdo associados a presenca
desses fatores de viruléncias estudados.
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