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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia, o comportamento bioquimico e o perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de
Escherichia coli, isoladas na Regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (RS). Foram analisadas 919 amostras de leite mastitico
provenientes da Regido Noroeste do Estado do RS e realizou-se o exame de cultura bacteriana, bioguimico e antibiograma no Laboratdrio
de Microbiologia Veterindria da Unijui. Para a cultura foi realizada a semeadura do leite em agar sangue ovino 5% e agar MacConkey.
Desenvolveu-se os seguintes testes bioquimicos: produgdo de gas sulfidrico e de indol, motilidade, citrato, produgdo de urease, além dos
testes de fermentagdo de carboidratos (glicose, arabinose, lactose, manose, manitol, sorbitol, sacarose e trealose). Quanto ao antibio-
grama, aliquotas de leite foram espalhadas em agar Mueller Hinton, e, sobre esta, foram dispostos discos de antibidticos. Observou-se,
nesta pesquisa, que a Escherichia coli foi uma das bactérias com maior prevaléncia na regido estudada. O perfil biogquimico encontrado
foi de alta positividade para os testes de glicose, lactose, maltose, manitol, sorbitol, sacarose e trealose. Esta bactéria demonstrou maior
sensibilidade antimicrobiana para a enrofloxacina (92%), ciprofloxacina (85%) e gentamicina (82%), e resisténcia para a penicilina (95%),
ampicilina (86%) e eritromicina (80%). E possivel verificar que mastites causadas por Escherichia coli representam um entrave a produgdo
leiteira pelo grande impacto causado ao setor, tanto econdmico quanto sanitdrio, além dos riscos ocasionados a satide publica.

Palavras-chave: salide publica; microbiologia; mastite; bactérias; diagndstico.

BIOCHEMICAL AND SENSITIVITY PROFILE OF ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM BOVINE MASTITIC MILK

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the prevalence, biochemical behavior and the profile of sensitivity and resistance of Escherichia
coli strains isolated in the Northwest region of the State of Rio Grande do Sul (RS). A total of 919 samples of mastitic milk from the
Northwest region of the State of RS were analyzed. Bacterial culture, biochemical and antibiogram tests were carried out at the La-
boratory of Veterinary Microbiology at Unijui. For the culture, was carried out to the sow of milk in sheep blood agar 5% and in Mac-
Conkey agar. The following biochemical tests were developed: hydrogen sulphide and indole gas production, motility, citrate, urease
production, in addition to carbohydrate fermentation tests (glucose, arabinose, lactose, mannose, mannitol, sorbitol, sucrose and
trehalose). As for the antibiogram, aliquots of milk were spread on Mueller Hinton agar, and the antibiotic discs were placed on this.
It was observed in this research that Escherichia coli was one of the most prevalent bacterium in the studied region. The biochemical
profile found was highly positive for glucose, lactose, maltose, mannitol, sorbitol, sucrose and trehalose tests. This bacterium showed
greater antimicrobial sensitivity to enrofloxacin (92%), ciprofloxacin (85%) and gentamicin (82%), and resistance to penicillin (95%),
ampicillin (86%) and erythromycin (80%). It is possible to verify that mastitis caused by Escherichia coli, represents an obstacle to milk
production, due to the great impact caused to the sector, both economic and sanitary, in addition to the risks caused to public health.
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INTRODUCAO

A Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria pertencente a familia das Entero-
bacteriaceae. Sdo bastonetes gram-negativo, cilindricos retos, com extremidades
arredondadas de 0,5 um de didmetro e 1,0 a 3,0 um de comprimento?.
Caracteriza-se bioguimicamente por ser uma bactéria fermentadora de lactose,
oxidase negativa, além de facultativamente anaerdbica, podendo ser mével e
catalase positivo?.

Este microrganismo encontra-se amplamente disseminado na natureza,
a qual pertence a flora bacteriana entérica de animais e seres humanos®. Em
animais é o agente responsavel por enfermidades, como colibacilose, diarreia
neonatal, infeccGes urindrias, mastite clinica e doenca do edema??.

A bactéria é encontrada em esterco, urina, camas e no ambiente de
permanéncia dos animais. Além disso, as enterobactérias sdo consideradas
importantes agentes causadores de mastites ambientais em bovinos leiteiros, e a
E. coli destaca-se em virtude do quadro clinico infeccioso severo causado®, sendo
considerada responsavel por quadros de mastite clinica severos, além de se manifestar
em rebanhos bem manejados e com baixa contagem de células somaticas*>.

A mastite caracteriza-se por um processo inflamatério da glandula
mamaria e, etiologicamente, trata-se de uma doenca complexa de carater
multifatorial. Além de envolver o patdgeno, também ¢é afetada pelo ambiente
e fatores inerentes ao animal®. Acomete todas as espécies animais, porém é
mais comum a sua ocorréncia em vacas leiteiras e, inclusive, é considerada uma
doenca economicamente importante a indUstria leiteira’, responsavel por causar
modificacbes na composicdo do leite in natura®.

A qualidade do leite destaca-se sob o ponto de vista de saude publica,
estando condicionada a uma série de fatores produtivos e tecnoldgicos,
dependentes de todos os agentes envolvidos no processo®°. Apesar da posicdo
de producdo leiteira de destaque no cendrio internacional, o Brasil ainda
apresenta baixo nivel de qualidade do produto, principalmente microbioldgica®®.

Além da preocupagdo com a qualidade do leite consumido pela populagao,
outro importante fator a ser considerado, visando a saude publica, é com relagdo
a ascensdo dos niveis de resisténcia antimicrobiana, fator que é transmitido as
pessoas por intermédio do consumo de leite e derivados®.

Dada a importancia deste patdgeno a saude publica, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a prevaléncia, o comportamento bioquimico, bem como o
perfil de sensibilidade e resisténcia das cepas de Escherichia coli, isoladas de
leite mastitico bovino, nos Ultimos anos na regido Noroeste do Estado do Rio
Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo sobre a prevaléncia e o perfil
bioquimico da Escherichia coli, isolada de leite mastitico bovino. As amostras
de leite eram provenientes da regido Noroeste do Estado do Rio Grande
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do Sul, maior bacia leiteira do Estado, coletadas por médicos veterindrios e
produtores rurais de propriedades de pequeno, médio e grande porte para o
diagndstico microbiolégico de mastite. Foram analisadas 919 amostras de leite
por um periodo de 6 anos, compreendido entre 2012 e 2018, no Laboratdrio
de Microbiologia Veterinaria (Lamivet) da Universidade Regional do Noroeste do
Estado do Rio Grande do Sul (Unijui).

As amostras de leite foram coletadas de forma individual de cada bovino,
realizada manualmente, com jatos de leite retirados diretamente do teto
afetado. A coleta foi obtida de animais que apresentaram sinais de mastite
clinica, com presenca de grumos no leite, em frasco estéril, na quantidade de 50
ml, acondicionado sob refrigeracao.

Apds o recebimento das amostras no laboratdrio, cada uma foi identificada
e iniciaram-se as analises laboratoriais. As anadlises de cultivo e identificacdo
bacteriana foram realizadas conforme Becton Dickinson'?. Cada amostra de leite
foi semeada em meio especifico (dgar sangue ovino 5% e agar MacConkey) e
incubada a 362C em estufa bacterioldgica por um periodo de 48 horas. Apds
este periodo foi feita uma observacao visual das colénias crescidas nos meios
de cultura, considerando as col6nias que se apresentaram em numero igual ou
superior a cinco; quantidades inferiores a esta ndo foram incluidas na pesquisa,
sendo consideradas contaminacao.

Posteriormente realizou-se a confeccdo de esfregacos em lamina e
coloracdo de Gram para a primeira identificacdo morfo-tintorial. Apds a coloragédo
de Gram, a lamina foi examinada em microscépio éptico, quando se observou as
caracteristicas morfoldgicas do microrganismo. Em seguida as amostras foram
transferidas para meios de cultura selecionados de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas. Para a determinagdo de bacilos gram-negativos, como é o caso da
bactéria estudada (E. coli), procedeu-se os testes bioquimicos para a produgdo
de gas sulfidrico e de indol, motilidade (SIM), utilizagcdo de citrato como Unica
fonte de carbono e producdo de urease, além dos testes de fermentacdo de
carboidratos (glicose, arabinose, lactose, manose, manitol, sorbitol, sacarose
e trealose). Estes meios selecionados contém substancias que evidenciam o
metabolismo e a presencga de enzimas, possibilitando a identificacdo do género e
espécie bacteriana presentes na amostra de leite.

Logo em seguida ao processo de identificacdo foi realizado o antibiograma
por meio do teste de disco-difusdo antimicrobiana, segundo Kirby e Bauer??,
com antibidticos amplamente utilizados em bovinos leiteiros, portanto os
selecionados foram: ampicilina (10 ug), ciprofloxacina (5 pug), cefalexina (30 ug),
cefalotina (30 pg), eritromicina (15 ug), enrofloxacina (5 pg), gentamicina (10
ug), norfloxacina (10 ug), penicilina (10 Ul), sulfazotrim (25 pg) e tetraciclina
(30 pg).

Nesta técnica a suspensdo padronizada do organismo em teste foi
espalhada na superficie do meio de cultura. O antimicrobiano, impregnado
em um disco de papel de filtro, foi colocado sobre o meio de cultura inoculado
com a suspensdo bacteriana, onde difundiu-se, formando um gradiente de
concentracdo. Estas placas foram mantidas em estufa bacterioldgica a 362C por
24 horas.
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Apds o periodo de incubacdo foi realizada a mensuracdo do tamanho dos
halos de inibicdo do crescimento bacteriano em volta dos antibidticos, utilizando
régua milimétrica, classificando-se cada antimicrobiano em sensivel, quando
demonstrou eficiéncia no combate a bactéria, intermediario, para acdo parcial, e
resistente, quando ndo apresentou acdo antimicrobiana eficiente sobre a bactéria.

Foram considerados, portanto, tamanho do halo de inibigdo segundo Kirby
e Bauer® e Laborclin®*, classificando os antibidticos, com tamanho de halo igual
ou superior ao de referéncia, como sensivel (S), intermediario (I) e resistente (R)
respectivamente: ampicilina (S 217mm, | =14-16mm, R £13mm), ciprofloxacina (S
>26mm, | =22-25mm, R £21mm), cefalotina (S 218mm, | =15-17mm, R <14mm),
eritromicina (S 223mm, I= 14-22mm, R <13mm), gentamicina (S =15mm, |
= 13-14mm, R <12 mm), norfloxacina (S =17mm, |= 13-16mm, R <12mm),
penicilina (S 215mm, R <14mm), sulfazotrim (S 217mm, |= 13-16mm, R <12mm)
e tetraciclina (S 215mm, |= 12-14, R <11).

Fez-se a coleta e analise dos dados obtidos no laboratério, observando-se
a quantidade de amostras avaliadas, a prevaléncia da Escherichia coli, o perfil
bioguimico e o seu perfil de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos.

RESULTADOS

A Escherichia coli foi uma das bactérias com maior prevaléncia dentre todas
as bactérias encontradas nesta amostragem. Do total de 919 amostras analisadas foi
isolado Escherichia coli em 101 amostras de leite bovino mastitico, representando
uma frequéncia de 11% com relacdo ao total de amostras analisadas.

O perfil bioquimico apresentado pelas amostras analisadas demonstrou
maior porcentagem de positividade (acima de 90%) para os testes da glicose,
lactose, maltose, manitol, sorbitol, sacarose e trealose, e alta negatividade
(acima de 50%) da E. coli para os testes de urease, motilidade, citrato e H_S.
Os resultados obtidos sobre o perfil bioquimico das amostras de E. coli estdo
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Perfil bioquimico de isolados de E. coli (n=75)

TESTES RESULTADOQS
Positivos (%) Negativos(%)

Glicose 97 3
Arabinose 76 24
Lactose 92 8
Maltose 99 1
Manitol 93 7
Sorbitol 92 8
Sacarose 91 9
Trealose 96 4
Citrato 47 53
H2s 49 51
Indol 52 48
Motilidade 43 57
Urease 40 60

Fonte: Os autores.
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O perfil de sensibilidade das cepas de Escherichia coli isoladas no
laboratério ante os antimicrobianos testados, estd demonstrado na Tabela
2. Encontrou-se a maior porcentagem de sensibilidade para a enrofloxacina
com 92%, na sequéncia 85% para a ciprofloxacina, 82% de sensibilidade para
a gentamicina e norfloxacina, 53% para o sulfazotrim e, por ultimo, 46% de
sensibilidade para a tetraciclina.

Em contraponto, o perfil de resisténcia antimicrobiana a E. coli demonstrou
gue a penicilina foi o antibiético com a maior resisténcia, ao equivalente de 95%
de resisténcia, seguido da ampicilina com 86%, eritromicina com 80%, cefalotina
com 55% e cefalexina com 48% de resisténcia.

Tabela 2 — Perfil de sensibilidade de isolados de E. coli (n=101)

ANTIBIOTICO SENSIBILIDADE (%)
Enrofloxacina 92
Ciprofloxacina 85
Gentamicina 82
Norfloxacina 82
Sulfazotrim 53
Tetraciclina 46

Fonte: Os autores.

O perfil de resisténcia das cepas da bactéria Escherichia coli, isoladas no
Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria da Unijui, esta representado na Tabela 3.

Tabela 3 — Perfil de resisténcia de isolados de E. coli (n=101)

ANTIBIOTICO RESISTENCIA (%)
Penicilina 95
Ampicilina 86
Eritromicina 80
Cefalotina 55
Cefalexina 48

Fonte: Os autores.

DISCUSSAO

A alta ocorréncia de mastites causadas pela Escherichia coli na regido
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, representada pela posicao de terceira
bactéria com maior prevaléncia, demonstra sua ampla disseminagdo na regido,
0 que preocupa os envolvidos com o setor leiteiro, uma vez que esta bactéria é
responsavel por causar mastite clinica em bovinos, infeccdo que pode perdurar
ao longo de todo o periodo de lactacdo, quando muitos casos sdo recorrentes
e voltam a se repetir e, ainda, por se tratar de uma bactéria ambiental de dificil
tratamento®®,
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Com relacdo ao perfil de sensibilidade, foi possivel observar que a E. coli
apresentou um percentual de sensibilidade alto para alguns antibiéticos, como
para enrofloxacina e ciprofloxacina, principalmente para esta regido estudada.
Casanova et al.’®, porém, em estudo realizado com amostras de leite obtidas
da regido oeste de Santa Catarina, descreveram alta sensibilidade a tetraciclina,
com 83%.

J& Ribeiro et al.'” analisaram amostras de leite coletadas em Sdo Paulo
e encontraram alta sensibilidade para o antimicrobiano polimixina B (97,5%) e
norfloxacina (95,8%). Também da regido de Sdo Paulo, Freu et al.® observaram
altos niveis de sensibilidade para o ceftiofur (96,8%), demonstrando niveis de
sensibilidade variados dependendo da regido estudada.

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos encontrado neste trabalho foi
preocupante, demonstrando quase 100% de resisténcia para alguns antibioticos,
como para a penicilina, e menos de 90% para a ampicilina e a eritromicina,
demonstrando a alta ineficacia destes antibidticos para o tratamento de mastites
em bovinos leiteiros na regido onde foi desenvolvida a pesquisa. Em trabalho
desenvolvido por Casanova et al.!®* também foi encontrada alta resisténcia
(100%) para a ampicilina, fato que ocorreu tanto para Ribeiro et al.'” quanto para
Freu et al.’®, que, além da resisténcia para ampicilina, encontraram ainda para
a eritromicina, a penicilina, a oxacilina e a pirlimicina. Ribeiro et al.'> explicam
este fendmeno da resisténcia aos antimicrobianos por linhagens de E. coli que
ocorre por fenbmenos de mutacdo espontanea e recombinacdo de genes,
resultando em variabilidade genética, o que dificulta o combate da bactéria
pelos antibidticos.

O uso indevido ou ndo racional de antibidticos para o tratamento de
mastites em bovinos leiteiros, aumenta a pressdo seletiva de estirpes multirresis-
tentes, como as de E. coli. Além disso, ocorre a formacado de plasmidios, que sdo
segmentos de DNA extracromossomal que se multiplicam independentemente
do cromossomo bacteriano, e podem conter varias informacles genéticas de
propriedades bacterianas, incluindo a resisténcia aos antimicrobianos, também
chamada de plasmidios de resisténcia (plasmidios R)®.

Os testes bioquimicos empregados na microbiologia objetivam a
identificacdo do patdgeno bacteriano. Por estarem relacionados a atividade
catabdlica da bactéria, por meio de um indicador demonstra-se a utilizacdo de
um substrato especifico?. Dentro dos testes estdo as provas de fermentagdo de
carboidratos, como a glicose, a lactose, a sacarose e a manose, que determinam
a capacidade de um organismo degradd-los para a utilizagdo da glicose resultante
como fonte energétical®>. A Escherichia coli é caracterizada por apresentar
respostas positivas aos testes de fermentacdo de lactose, glicose, arabinose,
manitol, sacarose e trealose®.

Esta bactéria apresenta resposta positiva a fermentacdo de Arabinose.
Neste estudo, 74% (n=57) das amostras foram positivas contra 26% (n=18)
negativas. Quanto a fermentacdo de lactose, obteve-se um percentual positivo
de 92% das amostras (n=69) e 8% de negatividade (n=6). Quinn et al.? afirmam
gue a principal caracteristica da E. coli é a sua capacidade de fermentar lactose.
Entdo, sugere-se que o percentual de andlises com resultado negativo pode ter
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ocorrido devido a um tempo de leitura muito rapido (24 horas) do resultado dos
testes, ndo levando em consideracdo que algumas cepas bacterianas podem
demorar mais do que outras para fermentar este carboidrato.

A glicose mostrou positividade em 97% (n=73), contra apenas 3% (n=2)
negativos. Outros autores encontraram 100% de positividade, como Fortes?!, em
estudo com 261 amostras e Trabulsi e Martinez?°. Segundo Trabulsi e Martinez%,
esta bactéria apresenta resposta positiva a fermentacdo de Arabinose, e neste
estudo apenas 74% (n=57) das amostras foram positivas.

Trabulsi e Martinez?®, bem como Koneman?, acreditam que o teste de
sorbitol é varidvel, pois ha cepas de E. coli que ndo degradam este carboidrato,
como é o caso da cepa 0157:H7. Este estudo difere dos resultados encontrados
em outros paises, pois foram observados resultados negativos para o sorbitol,
demonstrando que esta cepa de E. coli é um agente causador de mastite. Ndo
se sabe, entretanto, se estes, isolados, sdo causadores primarios de mastite ou
se houve alguma contaminacado cruzada no momento de coleta com as fezes dos
animais®.

O teste de Citrato é empregado para determinar se o microrganismo
possui capacidade de utilizd-lo como Unica fonte de carbono na auséncia de
glicose e lactose??. Segundo Madigan et al.?2, a Escherichia coli demonstra
resultados negativos para o teste de Citrato. Neste estudo, porém, desenvolvido
com amostras da regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, observou-se
que 47% (n=35) das amostras demonstraram positividade ao teste, contra 53%
(n=40) de testes negativos. Borowicz et al.% relatam que, caso o indculo for muito
macico, 0os compostos organicos dentro das paredes celulares das bactérias que
estdo morrendo sdo capazes de liberar carbono e hidrogénio, o que pode levar
a producdo de um resultado falso-positivo. J4 quanto ao teste de Indol, quando
é possivel verificar a capacidade do microrganismo em degradar o triptofano em
Indol, neste trabalho 52% (n=39) das amostras foram positivas para 48% (n=36)
negativas.

Os resultados para o teste de produgdo de gas sulfidrico (H,S)
demonstraram que 44% (n=42) foram positivos e 56% (n=43) negativos. Madigan
et al.*? , porém, descrevem este microrganismo como sendo H.S totalmente
negativo. O meio utilizado para tal teste é o SIM, contendo peptona, rica no
aminoacido cisteina, e, em caso de hidrdlise da cisteina, ha liberacdo de H.S;
ja combinado com o sulfeto de ferro presente no meio, torna este enegrecido,
caracterizando o teste positivamente®®. Esta diferenca quanto aos resultados
negativos encontrados pode estar ligada ao fato de existirem cepas de Escherichia
coli que possuem plasmideos indutores de produgdo de H,S™.

Ribeiro et al.®> afirmam, também, que este plasmideo é responsavel pela
producdo de urease pela Escherichia coli, o que explicaria os resultados obtidos
neste estudo, em que 40% (n=30) demonstraram positividade e 60% (n=45)
negatividade. A E. coli, segundo Pereira et al.?*, tem como caracteristica resposta
negativa ao teste de uréase por ndo utilizar a ureia como fonte de nitrogénio.
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CONSIDERACOES FINAIS

A Escherichia coli tem demonstrado alta ocorréncia na regido estudada,
além de adaptacdo a alguns meios e consideraveis niveis de resisténcia a alguns
antimicrobianos, demonstrando ser responsavel por forte impacto sanitdrio
e econbmico ao setor leiteiro da regido. Estudos de vigilancia bacterioldgica,
portanto, sdo importantes métodos para determinar as tendéncias de
sensibilidade microbiana das bactérias. Sdo andlises de validade temporal devido
a capacidade das bactérias em desenvolver mecanismos de resisténcia aos anti-
microbianos. Essa realidade pressupde a necessidade de estudos continuados
de sensibilidade bacteriana, especialmente para E. coli, visando a aumentar a
eficiéncia de protocolos terapéuticos e, consequentemente, reduzir riscos a
salde publica.
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