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Deteccéo e caracterizacdo molecular de enteropatdogenos em

caprinos do estado da Paraiba.

RESUMO

Os prejuizos econdmicos determinados pela diarreia neonatal a exploracéo
econOmica de animais resumem-se em aumentos nos custos diretos e indiretos
da criacdo. Estudos realizados em outros estados da regido nordeste também
descrevem a diarreia como o principal problema sanitario no periodo neonatal
gue compromete o rebanhos caprino. Assim como Escherichia coli, Salmonela
spp.; 0s rotavirus sao relacionados a episddios de diarréia neonatal em
rebanhos de diferentes espécies, principalmente bovinos e suinos, de Vvarios
paises. Devido a caréncia de estudos, a etiologia das diarreias neonatais em
rebanhos caprino na regido nordeste brasileira é sistematicamente e de forma
generalizada conferida as helmintoses. Este projeto teve como objetivo Avaliar
a presenca de enteropatdégenos envolvidos em episodios de diarréia em
caprinos de rebanhos do estado da Paraiba. A metodologia consistiu em visitas
aos rebanhos caprinos das mesorregides do estado da Paraiba, onde foras
visitadas 24 propriedades. Foram coletadas 220 amostras de fezes diarreicas,
de caprinos de até 90 dias de idade. As amostras foram submetidas a
identificacdo de rotavirus por ss-PAGE. As estirpes isoladas foram submetidas
a teste bioguimico para confirmacdo da espécie, seguido de teste para
determinacdo dos grupos genotipicos, e analise filogenética. As amostras
foram ainda submetidas a prova de suscetibilidade a antimicrobianos. Foram
identificados isolados para E. coli, S. typhi, Shigella sonnei e Enterobacter
aerogenes. Destas foram obtidos 39 isolados de E. coli, sendo estas
classificadas filogeneticamente em B2 (9/39), D (19/39), B1 (7/39) e A (4/29).
Os fatores de viruléncia encontrados foram K99 (04/39) e Stx (02/39). A prova
de suscetibilidade a antimicrobianos, apresentou isolados sensiveis a
cloranfenicol, estreptomicina, amoxicilina e ciprofloxacina, sendo todos
resistentes a lincomicina, vancomicina e penicilina. Os resultados mostraram
gue amostras provenientes de caprinos do Estado da Paraiba apresentaram E.
coli pertencentes ao grupo filogenético B2 (9-23,07%) e D (19 —48,71%), e uma
incidéncia de resisténcia aos antibioticos testados.

Palavras Chaves: rotavirus, Escherichia coli, diarreianeonatal, caprinocultura.



Detection and molecular characterization of enteric pathogens
in goats of the Paraiba State, Brazil.

ABSTRACT - The economic losses determined by neonatal diarrhea to the
economic exploitation of animals leads both directly and indirectly to an
increase in the costs of breeding. Due to the lack of studies, the etiology of
neonatal diarrhea in caprine herds of the northeast region of Brazil is
systematically and generally conferred to helminthes. The importance of
bacteria, protozoa and mainly viruses in the etiology of the episodes of neonatal
diarrhea in caprine and ovine cattle is not yet properly characterized. The aim of
this project was to evaluate the presence of enteropathogens involved in
occurrences of diarrhea in herds of caprine in the state of Paraiba. The
methodology consisted of visits to the caprine herds of mesoregions of the state
of Paraiba. Was collected two hundred twenty diarrheal stool samples from
caprine up to 90 days of age. The samples were submitted to rotavirus
identification by ss-PAGE. The isolated strains were submitted to biochemical
tests to confirm bacterial species, followed by the determination of serogroups
and genotypic groups, as well the phylogenetic analyses. The samples were
also submitted to antimicrobial susceptibility testing. Each one of the samples
were negative to rotavirus. Isolates were identified to E. coli, S. typhi, Shigella
sonnei and Enterobacter classified phylogenetically in (9/39), D (19/39), Bl
(7/39) and A (4/29). The virulence factors founded were K99 (04/39) and Stx
(02/39). There were no positives isolates for K88, Sta,StbP and LT. To the
antimicrobial  susceptibility testing, the isolates were sensitive to
Chloramphenicol, streptomycin, Amoxicillin and Ciprofloxacin, all of them being
resistant to Lincomycin, Vancomycin and penicillin. The results showed that the
samples derived from caprine from the state of Paraiba showed E. coli
belonging to phylogenetic group B2 (9-23,07%) and D (19 —48,71%), and a high
incidence of resistance against tested antibiotics.

Keywords: Rotavirus, Escherichia coli, Neonatal diarrhea, Goat.
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2. CONSIDERACOES GERAIS

A Caprinocultura € a mais importante atividade pecuaria na regiao
Nordeste. O numero de caprinos na regidao é de 7.841.373, e especificamente
no estado da Paraiba é de 473.184 animais, correspondendo a 5,5% do plantel
brasileiro (IBGE, 2012).

Estudos realizados em outros estados da regido nordeste também
descrevem a diarreia como a principal queixa clinica dos produtores. No estado
do Ceara, as diarreias foram relatadas por 78,7% dos 124 produtores
(PINHEIRO et al., 2000). Em Pernambuco, 87,8% das 147 propriedades
investigadas a diarreia foi a principal queixa clinica, sendo em muitos casos
atribuida as helmintoses, coccidioses e também por etiologia nédo identificada
(ALENCAR et al., 2010).

Para melhor entendimento da etiologia das diarreias neonatais, é
necessario que outras varidveis associadas sejam consideradas a este
problema sanitario, como fatores determinantes ou predisponentes de origem
infecciosa ou nao. Fatores ambientais, nutricionais, assim como falhas de
manejo zootécnico-sanitario, também estdo entre as causas mais frequentes
de diarreia de origem nao infecciosa.

As causas infecciosas mais comuns incluem uma variedade de
microrganismos enteropatogénicos como (E. coli enterotoxigénica — ETEC),
Salmonella spp., e Clostridium perfringens tipo C,protozoérios (Cryptosporidium
spp., Eimeria spp., e Giardia spp.), fungos (Candida glabrata) e virus (rotavirus,
coronavirus).

Com relacdo a etiologia viral,0os rotavirus (RV) séo considerados a
principal causa de infecgBes entéricas em mamiferos e em espécies aviarias
jovens em todo o mundo. Pertencente a familia Reoviridae, os rotavirus, ndo
apresentam envelope lipoprotéico e o capsideo € constituido por trés camadas
concéntricas de proteinas. O genoma viral € formado por 11 segmentos de
RNA fita dupla (dsRNA).A gama de hospedeiros é extensa e, além de seres
humanos, inclui varias espécies de animais de producdo destacando-se,
principalmente pelo impacto econdmico que representa ao setor produtivo, as
infeccbes em leitbes, bezerros, cabritos e em aves jovens, como frangos de
corte e perus (MCNULTY, 1978; ESTES et al., 1981; HO et al., 1988; ESTES e
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COHEN, 1989; ALFIERI et al., 2007).No Chile, (BERRIOS et al., 1988)
identificaram RV em 15,6% (25/160) das amostras de fezes, por meio de
ELISA, em cabritos com até quatro meses de idade apresentando ou nao
diarréia. Na Turquia, foi descrito a relacdo de dois surtos de diarreia por RV-A
em dois rebanhos caprinos e em uma populacgédo vizinha de criangcas (ALKHAN
et al., 2012). (GHOSH et al. 2010) identificaram em rebanhos caprinos de
Bangladesh a presenca de RV sorogrupo A (RV-A) em amostras de fezes
diarreicas de animais com até trés meses. No Brasil, 0 envolvimento de RV em
caprinos foi descrito apenas em um surto de diarreia no estado de Sao Paulo
(BUZINARO et al., 2011).

Escherichia coli compreende a principal espécie bacteriana envolvida
nos quadros de diarreia, sendo o agente mais predominante em animais com
até uma semana de idade. Com forma bacilar, Gram negativa, anaerdbica
facultativa e possuidora de flagelos peritriquios e capsula, coloniza o intestino
grosso, especialmente o colon, do ser humano como de animais. A maioria das
cepas de E. coli presentes no trato gastrintestinal sdo comensais e né&o
patogénicas (NATARO e KAPER, 1998). No entanto, a expressdo de um
conjunto especifico de genes é determinante para que esta espécie determine
a enfermidade; conforme o padrdo de genes associados a patogenicidade de
um isolado, este pode ser classificado nos diferentes patotipos de E. coli
(TENG et al., 2004).

Os principais agentes de infeccfes intestinais sdo representados por
membros da familia Enterobacteriace. Dentre esses, tém destaque
fundamental as categorias diarreiogénicas de Escherichia coli. E. coli pode ser
classificada por mecanismos de patogenicidade (toxinas, adesinas,
invasibilidade), danos a animais de laboratorio e padrées de adeséo a células
eucaridticas em cultura, e seus patétipos incluem: i) E. coli enteropatogénica
(EPEC); ii) E. coli enteropatogénica atipica (A-EPEC); iii) E. coli
enterotoxigénica (ETEC); iv) E. coli enterohemorragica (EHEC); v) E. coli
enteroinvasiva (EIEC); vi) E. coli de adesdo difusa (DAEC); vii) E. coli
enteroagregativa (EAEC) (SOUZA, 2006). Varios sorotipos de E. coli tém sido
implicados em doencas diarréicas, se constituindo num grave problema de
saude publica no mundo, com mais de dois milhdes de mortes relatadas, a
cada ano. (NATARO; KAPER, 1998)
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A origem evolutiva de E. coli, especialmente de isolados extra-
intestinais, tem sido estudada pela analise da presenca de fatores de viruléncia
em relacéo a organizacdo populacional desta bactéria em diferentes grupos, a
qual é definida por métodos filogenéticos (JOHNSON et al., 2001). As analises
filogenéticas tém demonstrado que as cepas podem ser classificadas em
quatro grupos principais conhecidos para esta espécie, sendo: A, B1, B2 e D
(CLERMONT et al., 2000). As cepas virulentas sao geralmente classificam-se
no grupo B2, porém algumas sdo classificadas no grupo D. Ja as cepas
comensais pertencem aos grupos A e B1 (HERZER., 1990; LECOINTRE, 1998;
SABATE et al., 2006).

Os principais marcadores de patogenicidade s&o: chuA, um gene
necessario para o heme transporte em E. coli enterro-hemorragica (0157:H7)
(MILLS; PAYNE, 1995; BONACORSI et al., 2000); yjaA, um gene inicialmente
identificado no genoma de E. coli K12, cuja funcdo ainda é desconhecida
(BLATTNER et al.,, 1997) e um fragmento de DNA designado TSPE4.C2
(BONACORSI et al., 2000).

Cepas enterotoxigénicasde E. coli causam diarreia aquosa profusa e/ou
lesbes vasculares sistémicas devido a liberacdo de enterotoxinas como as
toxinas termo-labil (LT), termo-estavel (Sta e Stb) e Shiga toxina (Stx2e)
(FRANCIS,2002), (WILSON e FRANCIS 1986) E (CASEY et al., 1992)
descreveram cinco diferentes tipos principais de fimbrias: K88,K99, 987P, F18
e F41 em isolados de E. coli enterotoxigénicas (ETEC). As fimbrias, também
consideradas fatores de viruléncia, permitem a aderéncia dessas bactérias a
receptores especificos localizados na superficie de enterécitos. A partir da
aderéncia, essas bactérias colonizam a superficie celular e 14 secretam as
toxinas envolvidas no processo de diarreia. A colonizacdo bacteriana e quadro
clinicoaparente da infec¢do sdo restritos a idade do animal, ou seja, caprinos
neonatos sdo infectados mais frequentemente. Apds a adesdo, E. coli
toxigénicas produzem toxinas (ST e LT) que induzem a hipersecre¢cdo pelas
células do intestino ou que interferem com a sintese proteica das células
(Stx2e) acarretando diarreia nos animais(HOLLAND, 1990; FAIRBROTHER e
GYLES, 2006).

A maioria dos estudos envolvendo episddios de diarreia neonatal

realizados no pais ndo tinham objetivo de cunho epidemiologico, como a
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deteccdo de agentes etioldgicos de origem infecciosa; tratavam-se de estudos
zootécnicos ou clinicos, como a caracterizagdo da producdo caprina, o relato
de queixas clinicas de produtores frente as enfermidades encontradas ao longo
da cadeia produtiva (PINHEIRO et al., 2000; BANDEIRA et al., 2007;
ALENCAR et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

A importancia dos agentes etiolégicos € variavel e o predominio de um
agente em paises, regibes ou mesmo a sua distribuicAo sazonal, esta
diretamente relacionado com o grau de regularidade e intensidade com que
medidas de carater higiénico-sanitarias sdo adotadas (ELAD et al., 1998).

Embora a maioria das causas de diarréia neonatal em uma variedade de
animais esteja bem definida, existem alguns casos que ainda permanecem de
origem desconhecida em decorréncia de métodos laboratoriais ineficazes ou
mesmo pela falta de estudos. Dentre aproximadamente 20 a 30% dos casos de
enterite neonatal que compdem o grupo de diarreias, a etiologia ndo pode ser
determinada (JANKE, 1989). Portanto, isto ressalta a importancia do
desenvolvimento de estudos epidemiolégicos com a utilizagdo de métodos
diagnosticos sensiveis e especificos capazes de detectar a ampla variedade de
enteropatdgenos envolvidos nesta enfermidade.

Em vista destas consideracfes, a bactéria Escherichia coli pode ser
caracterizada como importante patdbgeno emergente, pois, apesar de existir
prevalentemente como comensal da microbiota da maioria dos animais de
sangue quente, pode exibir mecanismos de viruléncia sendo responsavel por
significativas afec¢des clinicas em homens e animais. Dentre estas afeccdes
podem se destacar: meningite neonatal, septicemia, infeccées do trato urinario,
e diarreia que pode se manifestar tanto de forma branda, auto-limitante quanto
caracterizar quadros muito graves como a colite hemorragica e a sindrome
hemolitica urémica (CORREIA et al., 2007).

Os antimicrobianos, quando usados como promotores de crescimento na
alimentacdo animal, podem exercer forte presséo seletiva sobre os patdogenos
e a microbiota saprofitica, principalmente quando utilizados abusivamente,
podendo resultar no aparecimento de resisténcia quer seja na microbiota
saprofitica e/ou patogénica, em dependéncia da codificagdo de genes para
resisténcia antimicrobiana pela acdo de plasmideos e transposons (FRANCO

et al.,, 2010). A ingestdo de alimentos contendo residuos de farmacos
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antimicrobianos pode ocasionar resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
utilizados rotineiramente na terapéutica humana, dificultando o tratamento de
enfermidades infecciosas humanas (MANTILLA et al., 2008).

Além da viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos em cepas de E. coli
tem sido motivo de grande preocupacdo para a saude publica, principalmente
diante da evidéncia de que antibiéticos exercem uma pressao seletiva tanto em
bactérias patogénicas quanto nas comensais da microbiota. Desta forma, o
aumento do uso de agentes antimicrobianos na clinica de pequenos animais,
particularmente os de amplo espectro, tais como fluorquinolonas,
cefalosporinas e penicilinas associadas ao acido clavulamico tém agravado o
problema da resisténcia. A emergéncia de fendtipos de resisténcia de
relevancia clinica como, por exemplo, as betalactamases de espectro
estendido (ESBL) e a multirresisténcia em cepas de E. coli de origem animal
ilustram bem a gravidade do problema (AUTHIER et al., 2006; CORREIA et al.,
2007).

Portanto, o0 crescente aumento da resisténcia aos agentes
antimicrobianos, a possibilidade de transferéncia de fatores de viruléncia, a
similaridade compartilhada por varias cepas de E. coli de animais e humanos e
a percepcdo de que os animais de producdo estdo cada vez mais
estreitamente relacionados ao homem, sdo o0s motivos que conduzem a

presente investigacao.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Investigar o envolvimento de enteropatégenos envolvidos em episodios

de diarreia neonatal em caprinos no estado da Paraiba.

4.2 OBETIVOS ESPECIFICOS

e I|dentificar a presenca de rotavirus caprino em fezes diarreicas.

e Determinar os genes de viruléncia das Cepas de E. coli (K88,
K99, StbP, StaP, Stx2E e LT) isoladas de fezes de caprinos.

e I|dentificar bioguimicamente e detectar os grupos filogenéticos
(ChuA, YjaA e TspE) das cepas de E. coli isoladas de fezes de
caprinos.

e Determinar o perfil de resisténcia das estirpes de E. coli isoladas

de fezes de caprinos frente a diferentes drogas antimicrobianas.
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CAPITULO |: Deteccdo de enteropatégenos e caracterizagdo molecular
de Escherichia coli, isoladas em caprinos do estado da Paraiba.

RESUMO

Os prejuizos econdbmicos determinados pela diarreia neonatal a
exploracdo econdbmica de animais resumem-se em aumentos Nnos custos
diretos e indiretos da criagdo como alteracdes significativas na conversao
alimentar e desenvolvimento corporal, resultando queda da produtividade
animal, e, consequentemente, menor peso ao desmame. ASSim como
Escherichia coli, Salmonela spp.; os rotavirus séo relacionados a episodios de
diarreianeonatal em rebanhos de diferentes espécies, principalmente bovinos e
suinos, de vérios paises. Desta forma, a Escherichia coli pode ser
caracterizada como importante patogeno emergente, pois, apesar do papel
comensal na microbiota da maioria dos animais, pode expressar mecanismos
de viruléncia responsaveis por significativas afecc¢Bes clinicas em seres
humanos e animais. Escherichia coli destaca-se entre os principais patdégenos
de importancia na suinocultura e saude publica e apresenta diversos patoétipos,
caracterizados pela presenca de diferentes fatores de viruléncia. Os objetivos
deste trabalho foram detectar genes de viruléncia e determinar a sua
frequéncia. Foram coletadas 220 amostras de fezes diarreicas de caprinos com
até 90 dias de idade. As amostras foram submetidas a identificacdo de
rotavirus por ss-PAGE, depois cultivadas em meio seletivo e entdo obtivemos
117 colbnias caracteristicas para enterobactérias e estas foram submetidas a
testes bioquimicos para confirmacéo da espécie. Em seguida foram realizados
testes para determinacdo dos sorogrupos e andlise filogenética.Todas as
amostras foram negativas para rotavirus.Foram identificados isolados para E.
coli, S. typhi, Shigella sonnei e Enterobacter aerogenes. Destas foram obtidos
39 isolados de E. coli, sendo estas classificadas filogeneticamente em B2
(9/39), D (19/39), B1 (7/39) e A (4/29). Os fatores de viruléncia encontrados
foram K99 (04/39) e Stx (02/39). Nao houve isolados positivos para K88,
Sta,StbP e LT. Os isolados de E. coli foram identificados como pertencentes a
grupos de elevada viruléncia (B2 e D), sendo observados fatores de viruléncia
(K99 e Stx) que indicam potencial patogénico significativo das
amostras,apresentando provavel relacdo com a causa de diarreia nos rebanhos
investigados.

Palavras-chave: E. coli, rotavirus,bactérias, caprinos.
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Detection of enteric pathogens and molecular characterization of
Escherichia coli, isolated in goats of the Paraiba State.
ABSTRACT

The economical losses determined by neonatal diarrhea to the economical
exploitation of animals can be summarized in increases in both the direct and
indirect costs in breeding, such as significant changes on feeding conversion
and bodily development vyielding in lower animal productivity; and,
consequently, lower weight in weaning. As well as Escherichia coli, Salmonella
spp, the rotaviruses are related to occurrences of neonatal diarrhea in herds of
different species, mainly bovine and porcine animals of various countries.
Therefore, the Escherichia coli can be characterized as an important emergent
pathogens, and although there is the commensal role in the microbial in most
animals, virulence mechanisms can also be expressed as responsible for the
significant clinical infections both in human beings and animals. Escherichia coli
stands out among the main pathogens of importance in pig farming and public
health, which also shows many types of pathogens characterized by the
presence of different virulent factors. The aim of this project was to detect
virulent genes and determine their frequency. 220 diarrheal stool samples were
collected from caprine of up to 90 days of age. The samples were submitted to
rotavirus identification by ss-PAGE, and then cultivated in the selective
environment, and we had 117 characteristics for colonies for enterobacteria,
and they were submitted to biochemical testing to confirm the specie. Then
tests were carried out to determine the sorogroups and the genotypic groups,
as well as phylogenetic analyses. All samples were negative for rotavirus.
Isolates were identified to E. coli, S. typhi, Shigella sonnei and Enterobacter
aerogenes. Out of these samples thirty-nine E. coli isolates were obtained and
classified phylogenetically in (9/39), D (19/39), B1 (7/39) and A (4/29). The
virulence factor found were K99 (04/39) and Stx (02/39). There were no
positives isolates for K88, Sta,StbP and LT. The isolates of E. coli were
identified as belonging to groups of high virulence (B2 e D), being also
observed the virulence factor (K99 e Stx) which indicates that the significant
pathogenic potential in the samples, showing probable relation to the cause of
diarrhea in the herds that were investigated

Key-words: E. coli, rotavirus, bacteria, caprine.
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1. INTRODUCAO

Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, caprinos e ovinos
provém alimento de alto valor nutricional a baixo custo, a base da subsisténcia.
China e india possuem os maiores rebanhos do mundo, com 282 e 192,6
milnbes de cabegas, respectivamente. O Brasil, com 9,31 milhdes de
cabecas,91% dos caprinos concentram-se na regiao Nordeste,sendo Bahia e
Pernambuco os estados com os maiores rebanhos do pais (PRODETEC,
2011).

No Estado da Paraiba, a ocorréncia de enteropatdégenos envolvidos em
episodios de diarreia em caprinos é incerta. Devido a caréncia de estudos,
principalmente envolvendo animais neonatos, a causa etiolégica muitas vezes
nao € avaliada ou mesmo, erroneamente ou precipitadamente, é conferida as
helmintoses.

Escherichia coli € um dos agentes etiolégicos mais frequentemente
isolados em casos de diarréia em seres humanos e em diferentes espécies de
animais (HOLLAND, 1990; NATARO e KAPER, 1998). A maioria das cepas de
E. coli presentes no trato gastrintestinal sdo comensais, ndo patogénicas
(NATARO e KAPER, 1998).

A origem evolutiva de E. coli, especialmente de isolados extra-
intestinais, tem sido estudada pela analise da presenca de fatores de viruléncia
em relacdo a organizacdo populacional desta bactéria em diferentes grupos, a
qual é definida por métodos filogenéticos (JOHNSON, 2001; KOLLING, 2009).
Nas analises filogenéticas tem-se verificado que cepas podem ser classificadas
em quatro grupos principais conhecidos para esta espécie bacteriana, sendo:
A, Bl, B2 e D (CLERMONT et al.,, 2000). As cepas virulentas geralmente
classificam-se no grupo B2, porém algumas séo classificadas no grupo D. Por
outro lado, as cepas comensais pertencem aos grupos A e B1 (HERZER, 1990;
LECOINTRE, 1998; SABATE et al., 2006). Cepas extra-intestinais patogénicas
e comensais de E. coli diferem de acordo com os fatores de viruléncia,
expressos por genes geralmente agrupados em ilhas de patogenicidade,
proporcionando um mecanismo de transferéncia horizontal coordenada desses
genes de viruléncia (SHERLEY et al., 2004).

Trés candidatos a marcadores de patogenicidade tém sido estudados:

chuA, um gene necessario para o0 heme-transporte em E. coli
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enterohemorragica (0157:H7) (MILLS; PAYNE, 1995; BONACORSI et al.,
2000); yjaA, um gene inicialmente identificado no genoma de E coli K12, cuja
funcdo ainda € desconhecida (BLATTNER et al., 1997) e um fragmento de
DNA designado TSPE4.C2 (BONACORSI et al., 2000).Segundo (MACEDO et
al., 2012), cepas toxigénicas de E. coli causam diarreia aquosa profusa e/ou
lesbes vasculares sistémicas devido a liberacdo de enterotoxinas como as
toxinas termo-labil (LT), termo-estavel (Sta e Stb) e Shiga toxina (Stx2e)
(FRANCIS, 2002).

As fimbrias, também consideradas fatores de viruléncia, permitem a
aderéncia dessas bactérias a receptores especificos localizados na superficie
de enterdcitos.Cinco diferentes tipos principais de fimbrias foram descritos em
isolados de E. coli toxigénicas (ETEC) de origem suina, sendoK88, K99, 987P,
F18 e F41 (WILSON e FRANCIS 1986) e (CASEY et al. 1992). A partir da
aderéncia, essas bactérias colonizam a superficie celular e 14 secretam as
toxinas envolvidas no processo de diarreia Apdés a adesdo, E.
colienterotoxigénicas produzem toxinas (ST e LT) que induzem a hipersecrec¢éo
pelas células do intestino ou que interferem com a sintese proteica das células
(Stx2e) acarretando diarreia nos animais (HOLLAND, 1990; FAIRBROTHER e
GYLES, 2006).

O presente estudo teve como objetivo-se detectar cepas de E. coli, seus
sorogrupos e genes de viruléncia a partir de isolados obtidos de fezes de
caprinos com diarreia, identificando assim seu potencial patogénico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Amostras e critérios de incluséo

No periodo de marco de 2013 e maio de 2014 foram visitadas 24
propriedades no Estado da Paraiba de criacdo de caprinos para carne e para
producéo de leite, obtivemos 220 amostras de fezes diarreicas de caprinos com
até 90 dias de idade, sendo armazenadas em frascos de coleta estéreis sob
refrigeracdo. E entdo isolamos 117 amostras caracteristicas para

enterobactérias.
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2.2. Extrac&do do dsRNA e detecc¢do de rotavirus

A extracdo do dsRNA foi realizada a partir de aliquotas de 400uL das
amostras fecais, utilizando a técnica de fenol/cloroformio/alcool isoamilico
descrita por (THEIL et al.,1981). Para a deteccdo de rotavirus caprino e
identificagdo dos respectivos eletro ferogrupos foi realizada a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% seguida da coloracéo pela prata (ss-
PAGE), segundo (PEREIRA et al., 1983).

2.3. Cultura e isolamento bacteriolégico

A identificacdo bacteriana foi feita em etapa prévia de enriquecimento
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e, posteriormente, semeadas em agar
Levine com incubagéo por 24 horas a 37,5°C, entdo as placas nao sugestivas
para enterobactérias foram descartadas e as sugestivas selecionamos 3
colénias e foram submetidas a analise bioquimica por meio de inoculacdo em
meio TSI, Citrato, SIM, VM e VP, com leitura apos 24 horas e analise de acordo
com o Manual Bergey (WHITMAN, et al. 2012). As colbnias sugestivas foram
estocadas, mantidas em meio Triple Sugar Iron (TSI) e, posteriormente,

transferidas para BHI glicerinado, sendo mantidas a temperatura de -20°C.

2.4. Extragcdo de DNA e PCR multiplex

Os isolados foram enriquecidos em caldo BHI e novamente semeado
sem Agar Mac Conkey, sendo incubados por 24horas a 37°C. Colbnias
isoladas foram coletadas e ressuspendidas em microtubo contendo 500uL de
agua esteéril ultrapura. As suspensdes foram aquecidas a 100°C por 10 minutos
e, em seguida,mantidas em gelo por 10 minutos, e centrifugadas a 12.000 RPM
por 3 minutos, sendo retirado ao final do processo o0 sobrenadante com o DNA
bacteriano (COSTA, 2007).

Para a realizacdo da técnica de multiplex-PCR (mPCR) foi preparada
solugado “master mix” composta de: 15ul de H,O milli-Q, 2,5ul de tampéo, 1l
MgCI2, 1ul dNTPs, 1ul de cada primers (Tab 01) e 0,5ul Taq polimerase.
Foram utilizados 22ul da solugéo “master mix” acrescido de 3ul de agua estéril
ultrapura como controle negativo. E 3yl de cada amostra de DNA. A

amplificacdo dos genes ChuA (279pb) e YjaA (211pb) consistiu de
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desnaturacao a 94°C por 4 min.; seguido por 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C
por 30s e 72°C por 30s; com extensao final a 72°C por 7 min. A amplificacdo do
gene TspE4C2 (152pb) consistiu de desnaturacdo a 94°C por 3 min.; seguido
por 35 ciclos de 94°C por 3 min., 55°C por 1min. e 72°C por 45s; com extensao
final & 72°C por 7 min (COSTA, 2007). A amplificacdo dos genes de viruléncia
K99 (543pb), Stx (758pb), K88 (855pb), Sta (158pb), StbP (113pb) e LT
(272pb) consistiu de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 90s;
com extensao final a 72°C por 10 min. O gel foi visualizado sob luz ultra violeta

e fotografado. As figuras 01 e 02 apresentam os fatores positivos.

5. RESULTADOS

As amostras diarreicas foram submetidas a técnica de ss-PAGEpara
deteccao de rotavirus, sendo todas negativas.

Os isolados foram submetidos as andlises bioguimicas e identificadas
resultando em 47% (55/117) de isolados indiferenciados,33%(39/117) de
isolados de E. coli,20% (12/117) de Shigella sonnei, 6,83% (8/117) de
Enterobacter aerogenes 0,85%(1/117) de Salmonela spp., 0,85%
(1/117)Providencia spp., e 0,85%, (1/117) de Klebsiella pneumoniae.

Os isolados de E. coli foram caracterizados genotipicamente e sendo
10,2% (4/39) pertencentes ao grupo A, 17,9% (7/39) ao grupo Bl, 23,07%
(9/39) ao grupo B2 e 48,71% (19/39) ao grupo D. Considerando que cepas
virulentas sdo geralmente classificadas nos grupos B2 e D, 71,78% (28/39) das
cepas caracterizadas sado possiveis de serem patogénicas.

Seis (15%) amostras analisadas foram positivas para um ou mais fatores
de viruléncia, sendo quatro (10,2%) positivas para K99 (Figura 1) e duas (5,12)
para Stx (Figura 2),indicando um possivel potencial patogénico das amostras
de acordo com (BACCARO et al., 2000).
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Figura 01:Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificados através da
reacdo de polimerase (PCR) para o fator K99. O tamanho dos produtos de amplificacdo esta
mostrado a esquerda. Na foto A, as amostras 2, 6 e 10 apresentam-se positivas para o fator
testado, na foto B a amostra 1 apresenta-se positiva.
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Figura 02: Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificadosatravés da
reacdo de polimerase (PCR) para o fator Stx.O gel representa as amostras de 01 até20, sendo
2 controles inseridos nos pocos 11 el2. O tamanho dos produtos de amplificagdo esta
mostrado a esquerda. Na imagem as amostras 06 e 11 apresentam-se positivas para o fator

testado.
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6. DISCUSSAO

Diferentemente de outros estudos realizados, ndo foi possivel determinar
uma correlacdo entre a presenca de diarreia e rotavirus, tendo em vista que no
presente estudo nao foi identificado rotavirus nas amostras analisadas (ALKAN
et al., 2012; BUZINARO et al., 2011). Possivelmente por ndo ser uma fase de
infeccdo oOtima para a deteccdo do Rotavirus, ou simplesmente pela nao
presenca deste patogeno nas amostras.

Foram analisadas estirpes de E. coli isoladas de fezes de caprinos
neonatos com até 90 dias, quanto a frequéncia de deteccao; as caracteristicas
genotipicas;a identificacdo de genes de viruléncia de Escherichia coli
shigatoxigénica (STEC) e enteropatogénica (EPEC); e ao perfil de resisténcia a
diferentes antimicrobianos.

A analise filogenética determinou maior propor¢cdo de isolados
classificados nos grupos B2 e D, sendo estes grupos os de maior viruléncia e
com possibilidades de serem patogénicos. Estes resultados séao diferentes aos
encontrados por (LUGO NETO, 2014), e semelhantes ao descrito por (BINGEN
et al.1998) em humanos. No estudo de (KOLLING et al.2009), demonstrou que
as mais importantes cepas de E. coli encontrados pertenciam aos grupos Bl e
D, diferente de dados obtidos em estudos com humanos, 0s quais observaram
maior prevaléncia dos grupos A e B2.No Brasil outro estudo descreveu uma
maior incidéncia de grupos D em amostras aviarias (CAMPOS et al. 2008).
Amostras de origem humana sao pertencem comumente ao grupo
B2(MAYNARD et al. 2004). Essas diferencas podem estar relacionadas com a
alta sensibilidade a antimicrobianos e a maior ou menor viruléncia. Em
comparacao,cepas isoladas deanimais sdo mais resistentes a antimicrobianos.
Algumas variacdes podem estar associadas a regibesgeograficas e/ou
caracteristicas individuais das espécies dehospedeiros(JHONSON et al. 2001).

Estudos sugerem que os isolados de E. coli podem ter uma origem
multipla, uma de linhagem patogénica e outra de linhagem n&o patogénica que
possivelmente aperfeicoada pela aquisicdo horizontal de genes virulentos
(SILVEIRA et al., 2002. BACCARO et al. 2000) pesquisaram genes de toxinas
(StaP, Stb e LT) e fimbrias (K88, K99, 987P, F41) isoladas de suinos diarreicos
e identificaram, respectivamente, 27,3% e 24,3% das amostras com fatores de
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viruléncia. No presente este estudo, as frequéncias de deteccao dos genes K99
foi de 10,25% e de 5,12% para o gene Stx,diferentemente do que foi descrito
por estes autores.

(FAIRBROTHER et al. 2000) analisaram, por meio da PCR, isolados de
E. coli de suinos com diarreia e constataram que em 75% e 65,5% dos casos,
respectivamente, as amostras apresentaram resultado positivo para pelo
menos um dos genes, fimbriais(F18, F41, K88 e K99) ou de toxinas (Sta, Stb,
LT e Stx2e) pesquisados. No entanto, a toxina Stx2e nao foi incluida no estudo
de (FAIRBROTHER et al. 2000).Em nosso trabalho as amostras foram
positivas para apenas um dos genes testados, isto € as amostras positivas
para toxina Stx ndo foram positivas para nenhum outro gene testado, e as
amostras positivas para a fimbria K99 também néo foram positivas a henhum
outro gen.

Concluimos que encontramos E. coli, com caracteristicas e capacidade
de ser ou se tornarem patogénicas para o homem e os animais foram
encontradas em fezes de caprinos diarreicos, indicando a necessidade de
estudos mais abrangentes nas demais regides do pais, tendo em vista o
crescente aumento da producdo caprina no Pais.

7. CONCLUSAO

Todas as amostras foram negativas para rotavirus, indicando o néo
envolvimento do enteropatdgeno nos episodios de diarreia em caprinos
investigados.

Estudos mais abrangentes devem ser realizados para determinar a
prevaléncia de RV nos quadros de diarreia em caprinos.

Os isolados de E. coli foram identificados como pertencentes a grupos
filogenéticos de elevada viruléncia (B2 e D), sendo observados fatores de
viruléncia (K99 e Stx) que indicam potencial patogénico significativo das
amostras,apresentando provavel relagcdo com a causa de diarreia nos rebanhos

investigados.
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CAPITULO 1l: DETECCAO E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
Escherichia coli ISOLADAS DE CAPRINOS NEONATOS COM DIARREIA
NO ESTADO DA PARAIBA.

Artigo submetido a revista Ciéncia Animal Brasileira em 18 de janeiro de 2015.

Resumo-A diarreia neonatal determina alteragdes significativas na conversdo alimentar e
desenvolvimento corporal, resultando na queda da produtividade de rebanhos caprinos. A
resisténcia antimicrobiana em bactérias de origem animal caracteriza-se como importante
problema de salide publica. Desta forma, aEscherichia coli pode ser caracterizada como
importante patdgeno emergente, pois, apesar do papel comensal na microbiota da maioria dos
animais, pode expressar mecanismos de viruléncia responsaveis por significativas afeccGes
clinicas em seres humanos e animais.O presente trabalho avaliou a presenca de E. coli nas
amostras e analisou a resisténcia antimicrobiana dos isolados. Foram coletadas 220 amostras de
fezes diarreicas de caprinos com até 90 dias de idade. As col6nias foram submetidas a testes
bioguimicos para confirmacdo da espécie; posteriormente as amostras foram submetidas a prova
de suscetibilidade a antimicrobianos. Foram identificados isolados de E. coli, S. typhi, Shigella
sonnei e Enterobacter aerogenes. Destas, foram obtidos 39 isolados de E. coli.A prova de
suscetibilidade antimicrobiana, os isolados foram sensiveis a cloranfenicol, estreptomicina,
amoxicilina e ciprofloxacina,sendo todos resistentes a lincomicina, vancomicina e penicilina. Os
resultados revelaram que amostras provenientes de caprinos do Estado da Paraiba apresentaram
E. coli com uma alta incidéncia de resisténcia a antibidticos comumente utilizados na
caprinocultura.

Palavras-chave: E. coli, bactérias, caprinos e antibioticos
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DETECTION AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Escherichia coli
ISOLATED FROM GOATS WITH DIARRHEA IN PARAIBA STATE, BRAZIL.

Abstract: Neonatal diarrhea determines significant changes in nourishing conversion and
corporal development, causing caprine herds to have their productivity decreased. The
antimicrobial resistance in bacteria with animal origin is characterized as an important public
health issue. Thus, the Escherichia coli can be characterized as important emergent pathogens;
because, although there is a commensal role in the microbiota of most of the animals, it can also
express the mechanisms of virulence responsible for significant clinical conditions in human
beings and animals. The present work evaluated the presence of E. coli in the samples and
analyzed the antimicrobial resistance of the isolates. A hundred and seventeen diarrheal stool
samples were collected from caprine no older than 90 days of age. The colonies were submitted
to biochemical testing to confirm the specie; later the samples were submitted to the
susceptibility testing to antimicrobials. E. coli, S. typhi, Shigella sonnei and Enterobacter
aerogenes were identified. From such results, thirty-nine isolates of E. coli were obtained. To
the antimicrobial susceptibility testing the isolated were sensitive to chloramphenicol,
streptomycin, amoxicillin and ciprofloxacin, all of them being resistant to lincomycin,
vancomycin and penicillin. The results showed that the samples derived from caprine from the
state of Paraiba showed E. coli with a high incidence of resistance against antibiotics commonly
used in goat raising.

Key-words: E. coli, bacteria, caprine and antibiotics

1 — Introdugéo

As bactérias da familia Enterobacteriaceae estdo amplamente distribuidas na
natureza, encontradas no solo, dgua, vegetais e no trato intestinal de seres humanos e
animais (KONEMAN et al., 2010)*. Agrupados, arbitrariamente, em trés categorias, 0s
membros desta familia podem ser: patégenos principais, que podem causar doengas
entéricas e sistémicas; patdgenos oportunistas, que ocasionalmente causam doenca
clinica fora do trato alimentar e ndo-patégenos (QUINN, et al., 2005)>.

Além da viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos em cepas de E. coli tem sido
motivo de grande preocupacdo para a satde publica, principalmente diante da evidéncia
de que antibidticos exercem uma pressao seletiva tanto em bactérias patogénicas quanto
nas comensais da microbiota intestinal. Desta forma, o aumento do uso de agentes
antimicrobianos na clinica de pequenos animais, particularmente os de amplo espectro,
tais como fluorquinolonas, cefalosporinas e penicilinas associadas ao acido clavulamico
tém agravado o problema da resisténcia. A emergéncia de fenétipos de resisténcia de
relevancia clinica como, por exemplo, as betalactamases de espectro estendido (ESBL)
e a multirresisténcia em cepas de E. coli de origem animal ilustram bem a gravidade do
problema(ALLEN et al., 2010)°.
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Os antimicrobianos, quando usados como promotores de crescimento na
alimentacdo animal, podem exercer forte pressdo seletiva sobre os patogenos e a
microbiota saprofitica, principalmente quando utilizados abusivamente, podendo
resultar no aparecimento de resisténcia quer seja na microbiota saprofitica e/ou
patogénica, em dependéncia da codificacdo de genes para resisténcia antimicrobiana
pela acdo de plasmideos e transposons (CALIMAN 2010)*. A ingestdo de alimentos
contendo residuos de farmacos antimicrobianos pode ocasionar resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos utilizados rotineiramente na terapéutica humana, dificultando o
tratamento de enfermidades infecciosas humanas (MANTILLA et al., 2008)°.

A terapia antimicrobiana é comumente utilizada para controlar e prevenir
infeccBes, mas esta pratica pode selecionar bactérias resistentes. A resisténcia a drogas
antimicrobianas pode ser carreada por plasmideos, bem como mutag¢fes cromossémicas
que ocorrem espontaneamente (LAZAR et al.,2014)°. Resisténcia amultidrogastém sido
descritas em humanos e suinos em isolados de E. coli. Bactérias formadoras de
biofilmes é mais resistente a drogas antimicrobianas que estados livres de plancténicos,
como foi determinado em outros patogenosveterindrios, como Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas hdrophila e Staphylococcus aureus (COSTA et al. 2007)".

Objetivou-se dentificar cepas de E. coli, a partir de isolados obtidos de fezes de
caprinos com diarreia, bem como determinar o perfil de resisténcia das cepas isoladas
frente a diferentes antimicrobianos, e o0 crescente aumento da resisténcia aos agentes

antimicrobianos, e a presenca de multirresisténcia a drogas.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras e critérios de inclusdo

No periodo de marco de 2013 e maio de 2014 foram visitadas 24 propriedades no
Estado da Paraiba de criacdo de caprinos para carne e para producéo de leite, obtivemos
220 amostras de fezes diarreicas de caprinos com até 90 dias de idade, sendo
armazenadas em frascos de coleta estéreis sob refrigeracdo. E entdo isolamos 117

amostras caracteristicas para enterobactérias.
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2.2Cultura e isolamento bacterioldgico

A identificacdo bacteriana foi feita em etapa prévia de enriquecimento em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) e, posteriormente, semeadas em meio Levine com
incubagdo por 24 horas a 37,5°C, entdo as placas ndo sugestivas para enterobactérias
foram descartadas e das sugestivas selecionamos 3 coldnias e foram submetidas a
analise bioguimica por meio de inoculacdo em meio TSI, Citrato, SIM, VM e VP, com
leitura apds 24 horas e analise de acordo com o Manual Bergey (WHITMAN, et al.
2012)%. As coldnias sugestivas foram estocadas, mantidas em caldo Triple Sugar Iron
(TSI) e, posteriormente, transferidas para BHI glicerinado, sendo mantidas sob a

temperatura de -20°C até o seu uso.

2.3.Sensibilidade a antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos foi utilizada a técnica de difuséo
em 4gar, segundo as recomendacdes de (WOODS e WASHINGTON 1995)°. A partir
das amostras de E. coli isoladas em &agar triptona de soja por 24h a37°C, foi utilizado
uma solucgdo salina autoclavada e diluida col6nias de bactérias até atingir o equivalente
a escala 0,5 MacFarland e semeadas em agar Muller-Hinton. As placas foram incubadas
por 18h a 37°C. Foram utilizados discos de: amoxicilina e &cido clavulamico (AMC)
(30uw), ampicilina (AMP) (10u), cefalexina (CFE) (30u), ciprofloxacina (CIP) (5u),
cloranfenicol (CLO) (30u), estreptomicina (EST) (300u), gentamicina (GEN) (10u),
lincomicona (LIN) (2u),penicilina G (PEN) (10u), sulfametoxazol e trimetopima (SUT)
(25p),tetraciclina (TET) (30w), vancomicina (VAN) (30uw). Apos a incubagdo os halos
de inibicdo foram medidos e os padrdes de susceptibilidade foram determinados
segundo o manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI, 2007)™.

3. Resultados

As amostras foram submetidas as analises bioquimicas e identificadas resultando
em 47% (55/117) de isolados bioguimicamente indiferenciados, 33%(39/117) de
isolados de E. coli,10% (12/117) de Shigella sonnei, 6,83% (8/117) de Enterobacter
aerogenes0,85%(1/117) de Salmonela spp.,0,85% (1/117) Providencia spp. e 0,85%,
(1/117) de Klebsiella pneumoniae.
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A escolha dos 12 agentes antimicrobianos para verificar as suscetibilidades entre
os isolados clinicos foi baseada em protocolos sugeridos pela (CLSI, 2007)* para
Enterobactérias Gram negativas. Os antibioticos testados sdo de uso frequente na clinica
veterinaria de animais de producao.

A prova de sensibilidade a antimicrobianos demonstrou que todas as amostras
foram resistentes a lincomicina, vancomicina e penicilina, seguido de38,46%(15/39) a
tetracicilina, 35,89% (14/39) a cefalexina, e 33,33% (13/39) a sulfametoxazol e
trimetopima. A sensibilidade bacteriana foi observada aos antimicrobianos foi de

92,30% (36/39) para estreptomicina, amoxixilina e &cido clavulanico, e cloranfenicol
(Fig. 1).

Figura 1: Cultura de E. coli, contendo os seguintes antibioticos: ciprofloxacina, gentamicina e

amoxicilina, demonstrando diferentes halos de inibicéo e penicilina demonstrando resisténcia.

Multirresisténcia a drogas (MDR), caracterizada como a resisténcia a trés ou
mais agentes antimicrobianos, foi encontrada nas amostras, sendo de até 100%. O
fendtipo mais frequente de MDR foi o da resisténcia a penicilina, vancomicina e
lincomicina de 100% das cepas (Fig. 2).
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Figura 2: Cultura de E. coli, contendo os seguintes antibidticos: tetraciclina, lincomicina,
vancomicina e sulfametoxazol e trimetopima, demonstrando multirresisténcia para tetraciclina,

lincomicina, vancomicina.
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Figura 3: Gréafico demonstrando representacdo da resisténcia, sensibilidade intermediaria e
sensibilidade entre as cepas isoladas.

4. Discusséo
A caracterizacdo de E. coli quanto ao padrdo de resisténcia a antibidticos e a
identificacdo do padrdo de viruléncia sdo informacbes fundamentais para a

caracterizagdo de isolados clinicos, tanto de animais, como da agua e do ambiente; e
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possibilitam discriminar o potencial patogénico dessas bactérias e a identificagdo de
clones patogénicos emergentes (IKUNO et al. 2008, BARROS et al., 2012'9).
Bactérias possuem ampla distribuicdo nas diferentes espécies de hospedeiros e no meio
ambiente. Além disso, podem apresentar multirresisténcia a antimicrobianos
comumente utilizados na producdo (PARVEEN et al., 2006'%; PATERSON et al.,
2006'%).Segundo Albuquerque (2005)™, a lincomicina ¢ um dos antimicrobianos
autorizados no Brasil para uso na avicultura, como aditivo na alimentacdo. O uso de
antibioticos nas medicinas veterinaria e humana é considerado um fator importante para
promover a selecdo e disseminagcdo de microrganismos resistentes (WHITE et al.
2001, OGUNLEYEet al. 2008). Neste trabalho verificou-se também que,
independentemente do tipo de criacdo, os isolados de E. coli apresentaram resisténcia de
100,0% para lincomicina (IKUNO et al. 2008)* também obtiveram resultados seme-
Ihantes em isolados de E. coli obtidos de aves silvestres. A producdo da enzima Beta-
lactamase é 0 mais comum mecanismo de producdo de resisténcia frente a antibioticos
beta-lactdmicos em bactérias Gram negativas. O uso continuo de antibiéticos de amplo
espectro induzem a producéo destas enzimas (DOLEJSKA et al 2007)*.

Dentre os isolados analisados, todos apresentaram resisténcia a pelo menos trés
dos agentes antimicrobianos testados e 75% apresentaram resisténcia a mais de trés
antimicrobianos. A multirresisténcia tem sido citada por diversos autores (BACCARO
et al., 2002*; GUERRA et al., 2003%) apresentando niveis mais elevados em cepas
isoladas de suinos quando comparada a bovinos e ovelhas, fato que se deve a pressao
seletiva causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, provavelmente na ragédo
animal como promotor de crescimento (ENNE et al., 2008)?'. Esta resisténcia é
preocupante, pois pode potencialmente se espalhar para humanos, tanto através da
colonizacdo direta do intestino humano por cepas de E. coli animal quanto pela
transmissdo de genes de resisténcia a bactérias residentes no intestino humano. (MORA
et al., 2005)%

O maior indice de sensibilidade foi observado para amoxicilina, acido
clavulanico, estreptomicina e cloranfenicol, em 92,30% dos isolados;seguido por
ciprofloxacina em 84,61% dos isolados. Estudo realizado por (FRANCO et al.,2010)*
em carcagas suinas,obtiveram porcentagem semelhante ao do presente estudo em
relacdo & sensibilidade dos isolados a ciprofloxacina, com 88,2%.Porém,houve
diferenga em relagdo a nitrofurantoina, onde apenas 17,6% dos isolados foram sensiveis.

A divergéncia observada pode ser atribuida a variabilidade das estirpes e ao crescente
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aumento da resisténcia antimicrobiana entre as enterobactérias (COSTA et al. 2006)%.
Os antimicrobianos Sulfametoxazol e Trimetoprim, 87,5% dos isolados foram sensiveis,
resultado semelhante ao descrito por (VARGA et al., 2008)*, que verificaram93,6%
dos isolados de E. coli,de suinos saudaveis, sensiveis ao mesmo. A maior resisténcia
dos isolados foi observada para tetraciclina com 93,7%. Isto ndo é surpreendente, uma
vez que a tetraciclina é utilizada h& muitos anos como promotor de crescimento para
animais.

Apesar de sua proibi¢do de uso em animais de producdo, um isolado (2,56%) foi
resistente ao Cloranfenicol, e dois isolados (5,12%) com sensibilidade intermediaria,
indicando seu possivel uso em animais de producdo.A presenca de resisténcia para
Cloranfenicol indica um sério problema a saude publica. Desta maneira, monitorar a
resisténcia de bactérias isoladas de animais a diferentes grupos de antibidticos torna-se
um fator determinante para eleicdo e éxito do tratamento, bem como eliminar, através
do uso de antibidticos especificos, a presenca de linhagens carreadoras de genes

relacionados a patogenicidade de E. coli.

5. Concluséao

A alta taxa de resisténcia antimicrobiana entre algumas drogas testadas, implica
em uma necessidade de controle das drogas disponiveis para o uso em Medicina
Veterinaria, e também a necessidade de descoberta de novas drogas que ndo possuam
um indice de resisténcia alto.

O cloranfenicol, gentamicina juntamente com a estreptomicina apresentaram a
melhor taxa de sensibilidade, porem o clorafenicol apresentou amostras resistentes,
alertando para seu possivel uso em animais de producao.

Trés drogas tiveram resisténcia de 100%, sendo elas lincomicina, vancomicina e
penicilina.

O uso de antimicrobianos deve seguir protocolos criteriosos para ajudar a conter
a resisténcia. Diagnostico seguro do micro-organismo envolvido nas infeccdes como
uma importante etapa deste processo.

Além disso, atualizagbes constantes sobre o estado de resisténcia aos

antimicrobianos mais utilizados na medicina veterinaria sdo necessarias.
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7. CONCLUSAO

e Todas as amostras foram negativas para rotavirus, indicando o nao
envolvimento do enteropatégeno nos episédios de diarreia em caprinos
investigados.

e Estudos mais abrangentes devem ser realizados para determinar a
prevaléncia de RV nos quadros de diarreia em caprinos.

e Os isolados de E. coli foram identificados como pertencentes a grupos
filogenéticos de elevada viruléncia(B2 e D), sendo observados fatores de
viruléncia (K99 e Stx) que indicam potencial patogénico significativo das
amostras,apresentando provavel relacdo com a causa de diarréia nos
rebanhos investigados.

e Os isolados de E. coli apresentaram maior sensibilidade antimicrobiana
a estreptomicina e ampicilina, o0 que pode representar uma maior
eficacia quando utilizados no tratamento de infeccbes nas bacterias

analisadas.
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