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RESUMO

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) esta dentre as principais E. coli
patogénicas do grupo das diarreiogénicas. Existem 10 subtipos diferentes, cada um
deles associado a um grau de patogenicidade para o ser humano. Os ruminantes sao
considerados 0s principais reservatorios desse microrganismo, eliminando-o,
constantemente, pelas fezes. Devido a erros de tratamento e excesso de exposi¢ao a
antibioticos, sabe-se que a resisténcia bacteriana encontrada nesses animais é
grande. Objetivou-se realizar a subtipagem e determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos em 106 cepas de E. coli previamente isolados de fezes de bovinos
(59) e ovinos (47) e caracterizados como produtores de toxina Shiga (STEC),
verificando a distribuicdo dos subtipos entre as cepas. A identificacdo dos subtipos
dos genes stx1 e stx2 foi feita por PCR. Também, foram feitos testes de sensibilidade
a antimicrobianos pelo método de disco-difusdo, com dez antibioticos de cinco classes
distintas. Das cepas bovinas, dois subtipos de stx1 foram detectados: stxla e stx1c; e
quatro subtipos de stx2: stx2a, stx2b, stx2c e stx2d. Ja nas ovinas, apenas 0s subtipos
stxla e stxlc, e quatro subtipos de stx2: stx2a, stx2b, stx2c e stx2g. Os resultados
obtidos sugerem a presenca de elevada variabilidade nos genes do tipo stx1 e stx2.
96,6% (57/59) das cepas de fezes bovinas e 89,4% (42/47) de fezes ovinas
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético testado. Animais adultos
possuiram oito vezes mais chances de apresentarem STEC de alta patogenicidade.
Nas duas espécies de animais a maioria das cepas foram consideradas
multirresistentes (MDR), 67,8% em bovinos e 59,6% em ovinos, ndo havendo
diferenca significativa entre as espécies. STEC de patogenicidade alta possuiram trés
vezes mais chances de serem MDR. A maior frequéncia de resisténcia foi para
cefazolina, 86,4% (51/59) em bovinos e 74,5% (35/47) em ovinos, € menor para
cefoxitina e ciprofloxacina, ambas 6,8% (4/59) em bovinos, e nenhuma cepa resistente
para sulfazotrim em ovinos. STEC de patogenicidade alta possuiram trés vezes mais
chances de serem multirresistentes aos antimicrobianos testados, do que STEC de
patogenicidade baixa. Os dados encontrados neste estudo sugerem cepas com alto
potencial de patogenicidade, oferecendo risco de desencadear graves infecgbes a

populagao.

Palavras-chave: antibiograma, PCR, resisténcia a multiplas drogas, subtipagem.
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ABSTRACT

Escherichia coli producing of toxin Shiga (STEC) is among the main ones E. coli
pathogenic of the group of the diarrhealogenic. 10 different subtypes exist, each one
of them associate the a pathogenic degree for the human being. The ruminant ones
are considered the main reservoirs of that microorganism, eliminating him/it,
constantly, for the feces. Due to treatment mistakes and exhibition excess to
antibiotics, it is known that the bacterial resistance found in those animals is big. It was
aimed at to accomplish the subtyping and to determine the susceptibility to the
antimicrobials in 106 stumps of E. coli previously isolated of feces of bovine (59) and
sheep (47) and characterized as producing of toxin Shiga (STEC), verifying the
distribution of the subtypes among the stumps. The identification of the subtypes of the
genes stx1l and stx2 was made by PCR. Also, they were made sensibility tests the
antimicrobials for the disk-diffusion method, with ten antibiotics of five different classes.
Of the bovine stumps, two stx1 subtypes were detected: stxla and stx1c; and four stx2
subtypes: stx2a, stx2b, stx2c and stx2d. Already in the sheep feces, just the subtypes
stxla and stx1c, and four stx2 subtypes: stx2a, stx2b, stx2c and stx2g. The obtained
results suggest the presence high variability in the genes of the type stx1 and stx2.
96,6% (57/59) of the stumps of bovine feces and 89,4% (42/47) of sheep feces
presented resistance the at least a tested antibiotic. Adult animals possessed eight
times more chances of they present STEC of high pathogenic. In the two species of
animals most of the strains multiresistant (MDR) were considered, 67,8% in bovine
and 59,6% in sheep, not having significant difference among the species. STEC of
high pathogenic possessed three times more chances of they be MDR. The largest
resistance frequency went to cefazolin, 86,4% (51/59) in bovine and 74,5% (35/47) in
sheep, and smaller for cefoxitin and ciprofloxacin, both 6,8% (4/59) in bovine, and any
resistant stump for sulfazotrim in sheep. STEC of high pathogenic possessed three
times more chances of they be multiresistant to the tested antimicrobials, that STEC
of low pathogenic. The data found in this study suggest stumps with high pathogenic

potential, offering risk of unchaining serious infections to the population.

Key-worlds: antibiogram, PCR, resistance to multiple drugs, subtyping
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1. INTRODUCAO GERAL

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) € uma bactéria patogénica
do grupo de E.coli diarreiogénica, capaz de causar doengas intestinais e
extraintestinais, como infec¢cdes no trato geniturinario, meningites e septicemias.
Dentre as diversas bactérias capazes de causar diarreias, a STEC merece destaque
por ser associada a diversas doencgas humanas, que variam desde de diarreias leves
a severas diarreias sanguinolentas, podendo evoluir para complicacbes
extraintestinais graves, gerando sequelas, como por exemplo, faléncia renal (Kaper et
al., 2004; Doregiraee et al., 2016).

STEC séo bactérias consideradas emergentes e de grande desafio para a
salde publica, por possuirem um alto grau de infectividade para os seres humanos e
por estarem rotineiramente envolvidas em surtos de doencas veiculadas por alimentos
de origem animal (Caldorin et al., 2013). Constituem um amplo grupo que possui como
caracteristica principal a producdo de um ou mais tipos de potentes citotoxinas, as
toxinas Shiga 1 e Shiga 2 (Stx1 e Stx2). Existem trés subtipos de Stx1 (stxla, stxlc e
stx1d) e sete de Stx2 (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2e, stx2f, stx2g), sendo que
cada um deles esta relacionado a um grau de patogenicidade (Scheutz et al., 2012;
Jajarmi et al., 2017).

STEC podem ser encontradas em diversos animais domésticos e selvagens,
contudo, os ruminantes, em especial os bovinos de corte e de leite, ovinos e caprinos
sdo considerados os principais reservatérios, que através de suas fezes as eliminam
de maneira direta ou indireta, e atingem os seres humanos, podendo causar-lhes
doencas (Coura et al., 2014; Yang et al., 2017). A eliminacdo das bactérias pelas
fezes, pode contaminar as aguas de superficies ou as subterraneas, as culturas de
hortifrutigranjeiros, o solo e os produtos de origem animal, como produtos lacteos e a
carne durante o abate, por exemplo. Além disso, pode ser transmitida pelo contato
direto com animais infectados e pelo contato pessoa a pessoa, por transmissao fecal-
oral e contaminacao cruzada no preparo de alimentos (Rivas et al., 2008).

O estado de Goias possui o terceiro maior rebanho de bovinos do Brasil e é o
maior em producao de leite da Regido Centro-Oeste. De acordo com Caldorin et al.
(2013), na regidao Centro-oeste do Brasil isolaram 78 cepas de STEC de diversos
animais, incluindo bovinos leiteiros. Ferreira et al. (2014) e Freitas-filho et al (2014)
também encontraram STEC em bovinos nesta regido. Outros autores, também

detectaram a presenca de STEC em bovinos e seus subprodutos nas demais regioes



do Brasil (Bastos et al., 2006; Cardoso e Marin, 2017; Farah et al., 2007; Gonzalez et
al., 2016; Loiko et al., 2016; Sandrini et al., 2007; Tristdo et al., 2007).

A nomenclatura consistente e as estratégias de subtipagem sdo essenciais para
a vigilancia e para a previsdo dos riscos associados a determinadas infeccbes por
STEC, pois a falta de especificidade ou consisténcia da nomenclatura de toxinas gera
muita confusé@o na caracterizacéao de cepas de STEC (Scheutz et al., 2012).

Ja foi descrito que algumas cepas de STEC apresentavam resisténcia a
antibiéticos (Beceiro et al. 2013; Pereira et al., 2014; Cellelo et al., 2015). Essa
resisténcia € um fator de viruléncia, provando, que ela atua como um fator chave no
desenvolvimento de infec¢bes. A selecédo de cepas multirresistentes contribui para o
aumento de patdgenos emergentes e facilita a propagacdo de elementos moéveis de
resisténcia para outras bactérias (Beceiro et al., 2013).

A presente pesquisa teve como objetivo realizar a subtipagem dos genes stx1 e
stx2 e determinar a susceptibilidade a antimicrobianos em 106 cepas de Escherichia
coli previamente isolados de fezes de bovinos (59) e ovinos (47) e caracterizados
como produtores de toxina Shiga (STEC), verificando a distribuicdo dos subtipos entre

os isolados.
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2. SUBTIPOS E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE Escherichia coli
PRODUTORAS DE TOXINA SHIGA (STEC) ISOLADAS DE BOVINOS E OVINOS

SUBTYPES AND RESISTANCE TO ANTIMICROBIALS OF SHIGA TOXIN-
PRODUCING Escherichia coli (STEC) ISOLATED FROM BOVINE AND SHEEP

Resumo: Objetivou-se realizar a subtipagem dos genes stxl e stx2 e determinar a
susceptibilidade a antimicrobianos em 106 cepas de Escherichia coli previamente isoladas de
fezes de bovinos (59) e ovinos (47) e caracterizadas como produtores de toxina Shiga (STEC),
verificando a distribuicdo dos subtipos entre as cepas. Para determinar os subtipos dos genes
stx1 e stx2 foi feita por PCR. Também, foram feitos testes de sensibilidade a antimicrobianos
pelo método de disco-difusdo, com dez antibidticos de cinco classes distintas. Das cepas
bovinas, dois subtipos de stx1 foram detectados: stxla e stx1c; e quatro subtipos de stx2: stx2a,
stx2b, stx2c e stx2d. J& nas ovinas, apenas 0s subtipos stxla e stxlc, e quatro subtipos de stx2:
stx2a, stx2b, stx2c e stx2g. Os resultados obtidos sugerem a presenca de elevada variabilidade
nos genes do tipo stx1 e stx2. 96,6% (57/59) das cepas de fezes bovinas e 89,4% (42/47) de
fezes ovinas apresentaram resisténcia a pelo menos um antibi6tico testado. Animais adultos
possuiram oito vezes mais chances de apresentarem STEC de alta patogenicidade. Nas duas
espécies de animais a maioria das cepas foram consideradas multirresistentes (MDR), 67,8%
em bovinos e 59,6% em ovinos, ndo havendo diferenca significativa entre as espécies. STEC
de patogenicidade alta possuiram trés vezes mais chances de serem MDR. A maior frequéncia
de resisténcia foi para cefazolina, 86,4% (51/59) em bovinos e 74,5% (35/47) em ovinos, e
menor para cefoxitina e ciprofloxacina, ambas 6,8% (4/59) em bovinos, e nenhuma cepa
resistente para sulfazotrim em ovinos. STEC de patogenicidade alta possuiram trés vezes mais
chances de serem multirresistentes aos antimicrobianos testados, do que STEC de
patogenicidade baixa. Os dados encontrados neste estudo sugerem cepas com alto potencial de
patogenicidade, oferecendo risco de desencadear graves infec¢des a populagéo.

Palavras-chave: antibiograma, PCR, resisténcia a maltiplas drogas, subtipagem

Abstract: It was aimed at to accomplish the subtyping and to determine the susceptibility to
the antimicrobials in 106 stumps of E. coli previously isolated of feces of bovine (59) and sheep
(47) and characterized as producing of toxin Shiga (STEC), verifying the distribution of the
subtypes among the stumps. The identification of the subtypes of the genes stx1 and stx2 was



made by PCR. Also, they were made sensibility tests the antimicrobials for the disk-diffusion
method, with ten antibiotics of five different classes. Of the bovine stumps, two stx1 subtypes
were detected: stxla and stx1c; and four stx2 subtypes: stx2a, stx2b, stx2c and stx2d. Already
in the sheep feces, just the subtypes stxla and stx1c, and four stx2 subtypes: stx2a, stx2b, stx2c
and stx2g. The obtained results suggest the presence high variability in the genes of the type
stx1 and stx2. 96,6% (57/59) of the stumps of bovine feces and 89,4% (42/47) of sheep feces
presented resistance the at least a tested antibiotic. Adult animals possessed eight times more
chances of they present STEC of high pathogenic. In the two species of animals most of the
strains multiresistant (MDR) were considered, 67,8% in bovine and 59,6% in sheep, not having
significant difference among the species. STEC of high pathogenic possessed three times more
chances of they be MDR. The largest resistance frequency went to cefazolin, 86,4% (51/59) in
bovine and 74,5% (35/47) in sheep, and smaller for cefoxitin and ciprofloxacin, both 6,8%
(4/59) in bovine, and any resistant stump for sulfazotrim in sheep. STEC of high pathogenic
possessed three times more chances of they be multiresistant to the tested antimicrobials, that
STEC of low pathogenic. The data found in this study suggest stumps with high pathogenic
potential, offering risk of unchaining serious infections to the population.

Key-worlds: antibiogram, PCR, multidrug resistance, subtyping

Introducéo
E. coli produtora de shiga toxina (STEC) é uma bactéria patogénica capaz de causar
doencas intestinais e também extraintestinais, como infec¢fes no trato geniturinario, sindrome
hemolitica urémica (SHU), colite hemorragica, meningites e septicemias (Doregiraee et al.,
2016). Seu principal fator de viruléncia é a producdo de um ou mais tipos de potentes
citotoxinas, as toxinas Shiga (Stx), anteriormente chamadas de verotoxinas (VT) (Verstraete et
al., 2014). Duas classes de toxina Shiga antigenicamente distintas sdo identificadas: Shiga-like
toxina 1 (Stx1) e Shiga-like toxina 2 (Stx2), codificadas pelos genes stx1 e stx2, localizados no
genoma de bactérias. Essa localizacdo torna capaz a disseminacao dos genes entre as diferentes
cepas, além da presenca das duas toxinas em uma mesma bactéria. E importante ressaltar que
ambas as toxinas ja foram isoladas em humanos e que a classe de STEC Stx1 é menos virulenta
que a de Stx2 (Kaper et al., 2004).
STEC podem ser encontradas em diversos animais domésticos e selvagens, contudo, 0s
ruminantes, em especial os bovinos de corte e de leite, ovinos e caprinos, sdo considerados 0s

principais reservatorios, que através de suas fezes eliminam essas bactérias, e de maneira direta



ou indireta atingem os seres humanos, podendo causar-lhes doencas (Coura et al., 2014; Yang
etal., 2017).

De acordo com Farrokh et al. (2013) mais de 300 sorotipos de STEC ja foram isolados
de bovinos. Além disso, a maioria dos surtos de infeccbes humanas causadas por este
microrganismo deve-se ao consumo de carne bovina malcozida, leite de vaca ndo pasteurizado
e aguas de abastecimento e de recreacdo contaminadas pelo conteldo intestinal destes animais
(Ekong et al., 2015). Ainda, segundo Yang et al. (2017) o contato direto com fezes de ovinos
tem sido causa de gastroenterites relacionadas a STEC em humanos. Séo descritos trés subtipos
de stx1 (stxla, stxlc e stx1d) e sete para stx2 (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f e stx2g),
sendo que cada um deles estd relacionado a um grau de patogenicidade. A falta de
especificidade ou consisténcia da nomenclatura de toxinas gera muita confusdo na
caracterizacdo de cepas de STEC. Portanto, a nomenclatura consistente e as estratégias de
subtipagem sd@o essenciais para a vigilancia e para a prevencdo dos riscos associados a
determinadas infeccdes por essa bactéria (Scheutz et al., 2012).

Ja foi descrito, que algumas cepas de STEC apresentavam resisténcia a antibioticos
(Beceiro et al., 2013; Pereira et al., 2014; e Collelo et al., 2015. Mesmo que essa resisténcia
ndo seja um fator de viruléncia, provou-se que a mesma atua como um fator chave no
desenvolvimento de infecgdes. A selecdo de cepas multirresistentes contribui para o aumento
de patégenos emergentes e facilita a propagacdo de elementos moveis de resisténcia para outras
bactérias (Beceiro et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi realizar a subtipagem das cepas com base nas variantes do
genes stxl e stx2 e determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos em 106 cepas de
Escherichia coli previamente isolados de fezes de bovinos (59) e ovinos (47) e caracterizados
como produtores de toxina Shiga (STEC), verificando a distribuicdo dos subtipos entre as cepas,
de amostras de STEC provenientes de fezes bovinas e ovinas coletadas na regido sudoeste do

estado de Goias.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Goias/Regional Jatai, no
Laboratorio de Recursos Geneticos e Biotecnologia, em Jatai, Goias, no periodo de abril de
2018 a margo de 2019. As cepas utilizadas nesse estudo fazem parte da Bacterioteca do
Laboratorio de Praticas Veterinarias, e sdo oriundas de propriedades rurais da regido sudoeste
do estado de Goias. Cento e seis amostras congeladas de STEC, coletadas previamente de fezes

de bovinos Girolandos (N = 59) e de ovinos da raga Santa Inés (N = 47) (tab.1), foram



classificadas de acordo com seus subtipos e testadas frente a dez distintos antibidticos para
verificar o perfil de resisténcia presente.

Para obtencéo do lisado bacteriano, 100 ul das amostras congeladas foram transferidos
para tubos de ensaio contendo 4 mL de caldo Brain-Heart Infusion Broth BHI (Acumedia®) e
incubados a 37°C por 24 horas. Apds essa etapa, as amostras foram semeadas por esgotamento
em placas contendo agar Eosina Azul de Metileno (EMBLEVINE) (KASVI®) e incubadas por
mais 24 horas a 37°C. Posteriormente, uma col6nia caracteristica (verde brilhante) de cada placa
foi selecionada, inoculada em 4 mL de caldo BHI (Acumedia®) e incubada por 12 horas a 37°C.
Apos esse periodo, foram transferidos 100 pl do caldo para microtubos tipo Eppendorf
contendo 900 pl de agua destilada estéril e levados para o aparelho de banho seco (VHD®) por
15 minutos a 100°C para lise térmica. Apos ocorrer a lise pelo calor, os microtubos foram
centrifugados a 18,000 g por 5 minutos. Por altimo, 200 pl do sobrenadante foram transferidos

para outro microtubo e estocado em freezer a -18°C até 0 momento das anélises.

Tabela 1 — Descricéo das amostras de fezes de bovinos e ovinos analisadas.

BOVINOS (59)* OVINOS (47)!
Idade 16 adultos / 43 jovens 21 adultos / 26 jovens
Sexo 41 Fémeas / 18 Machos 25 fémeas / 22 machos
Stx12 25 25
Stx2° 20 3
Stx1 e Stx2* 14 19

1. NUmero de cepas de STEC utilizadas de bovinos e ovinos. 2, 3 e 4. Nimero de amostras de STEC que possuem
0s genes stx1, stx2 ou ambos, respectivamente.

Para o procedimento de amplificacdo e subtipagem com base nos genes stx1 e stx2 foi
seguida a metodologia descrita por Scheutz et al. (2012), com adaptacdes. A PCR triplex para
subtipagem de amostras de stx1 foi realizada em volume final de 25 pL, contendo 5 pL do
lisado bacteriano, 1x PCR buffer (Sinapse Biotecnologia®), 3 mM de MgCl2 (Sinapse
Biotecnologia®), 0,4 mM de dNTPs (Sinapse Biotecnologia®), 1U da Tag DNA polimerase
(Sinapse Biotecnologia®), 0,2 uM de cada um dos pares de primers stxlc e stxld (Sigma-
Aldrich®) e 0,4 pM do par de primers stxla (Sigma-Aldrich®). Ja as reacGes para subtipagem
de amostras de stx2 foram realizadas em volume final de 20 pL, contendo 5 pL do lisado
bacteriano, 1x PCR buffer (Sinapse Biotecnologia®), 3 mM de MgCl2 (Sinapse Biotecnologia®),
0,4 mM de dNTP (Sinapse Biotecnologia®), 1U da Taq DNA polimerase (Sinapse
Biotecnologia®), e 0,3 UM de cada um dos pares de primers. As sequéncias e tamanhos dos
amplicons, ou seja, produto da reacdo de amplificacéo, estdo indicados na tab. 2.



Todas as reagbes foram realizadas no termociclador (Veriti®) programado para
desnaturacdo inicial a 95°C (15 minutos), seguida de 35 ciclos a 94°C (50 segundos), 64°C (40
segundos), 72°C (1 minuto) e extensdo final a 72°C (3 minutos), exceto as que se utilizou os
primers de stx2d, quando a temperatura de anelamento foi ajustada para 66°C.

Os produtos amplificados por PCR foram detectados por eletroforese em gel de
agarose (BioAmerica Biotech®) a 2,0% utilizando como tamp&o o Tris/Borato/EDTA - TBE
1X (0,89 M Tris; 0,02M EDTA; 0,89 M é&cido borico). A separacdo eletroforética foi realizada
a 80 V durante 2 horas e meia. Os géis foram corados em solugdo de brometo de etidio 0,5
mg/mL e visualizados em transiluminador ultravioleta. As imagens dos geéis foram feitas com

fotodocumentador.

Tabela 2 — Primers desenvolvidos por Scheutz et al. (2012) que foram utilizados para determinacdo dos
subtipos de stx1 e stx2.

Primers para Tamanho, amplicon
subtipagem Sequéncia Posicéo (bp)
stxla-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 362-384 478
stxla-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 815-839
stxlc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 362-384 252
stxlc-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 588-613
stx1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 50-78 203
stx1d-R2 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 225-252
stx2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC 754-774
stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 1,079-1,102 349
stx2a-R2 GCCACCTTCACTGTGAATGTG 1,079-1,100 347
stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 968-994 251
stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG 1,198-1,218
stx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 926-955
stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA 1,079-1,102
stx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG 927-955
stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 1,085-1,105 179
stx2d-055-R TCAACCGAGCACTTTGCAGTAG 1,140-1,161 235
stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 1,184-1,206 280
stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC 695-713 411
stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT 1,080-1,105
stx2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG 451-475
stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC 856-874 424
stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC 203-231 573
stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT 771-793

Fonte: adaptada de Scheutz et al. (2012)

Os testes de sensibilidade a antibioticos foram realizados pelo método de disco-difuséo
de acordo com The Clinical & Laboratory Standards Institute, com algumas modificacdes
(CLSI, 2018). Uma colbnia de cada amostra foi retirada de placas de Eosina Azul de Metileno
(EMBLEVINE) (KASVI®), incubada e inoculada durante 24 horas a 37° C. Apods esse periodo,
as coldnias foram suspensas em 5 ml de caldo BHI (Acumedia®) e incubadas por 12 horas a 37°
C. Em seguida, suabes estéreis foram embebidos nos tubos de caldo BHI e as colénias foram

distribuidas por espalhamento sobre a superficie de placas de agar Mueller Hinton (KASVI®).



10

As placas ficaram em temperatura ambiente por dez minutos para secagem, e os dez discos de
antibioticos (Sensibiodisc - Cecon®) (tab. 03) foram colocados na superficie de cada uma.
Posteriormente, as placas foram encubadas a 37° C por 24 horas, e 0s resultados registrados
medindo a zona de inibigéo através do disco e interpretado de acordo com as tabelas de medicéo
padréo. Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa controle (CLSI, 2018). Cepas
que possuiam resisténcia a dois grupos distintos ou mais de antibiéticos foram consideradas

multirresistentes de acordo com Shaheen et al. (2010).

Tabela 3 — Discos de antibiéticos, abreviaturas, respectivos grupos, e quantidades contidas em cada disco utilizado
nos testes de sensibilidade por disco-difuséo

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Plot versdo 11

Discos de antibi6ticos Conteldo
3-Lactamicos

Ampicilina (AMP) 10 pg
Cefazolina (CFZ) 30 pg
Cefoxitina (CFO) 30 pg
Cefotaxima (CTX) 30 ng
Cefepima (CPM) 30 pg
Imipenem (IMP) 10 pg
Aminoglicosideo

Estreptomicina (EST) 10 pg
Quinolona

Ciprofloxacina (CIP) 25 g

Sulfozamida/Complexo
Sulfazotrim (STX) 25 g

Derivados de nitrofuran
Nitrofurantoina (NIT) 300 pg

(Systat Software Inc., USA). Os dados de propor¢do foram comparados pelo teste do qui-
quadrado. A anélise de regressao logistica avaliou a influéncia da idade (jovem ou adulto), sexo
(macho ou fémea), espécie (bovina ou ovina) e resisténcia (ndo multirresistentes ou
multirresistentes), como variaveis independentes, sobre o tipo de patogenicidade (variavel
dependente). Os dados foram apresentados na forma de porcentagem e considerados
significativos quando P < 0,05. As prevaléncias encontradas foram apresentadas de forma

descritiva.

Resultados

As reacOes de PCR para subtipagem das STEC (stx1) provenientes de fezes bovinas

mostraram que a maioria das amostras tinha como subtipo mais comum o stx1a associado com


http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo1/lactamicos.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo1/lactamicos.htm
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0 stx1c. O subtipo stx1c e as associa¢des dos subtipos stxla e stx1d, stxlc e stx1d ndo foram
observados. Na subtipagem das STEC (stx2) o subtipo stx2c foi 0 mais prevalente entre os sete
analisados, e 0s subtipos stx2e e stx2f (tab. 4 e 5) ndo foram encontrados. Nas cepas
provenientes de fezes ovinas, a associacdo dos subtipos stxla e stxlc também foi a que mais
prevaleceu. O subtipo stx1d e as associagdes dos subtipos stx1a e stx1d, stx1c e stx1d ndo foram
observados. Entre os subtipos de stx2, a maioria das amostras tinha o stx2b como o mais
comum, e 0s subtipos stx2a, stx2c e stx2g também foram encontrados. Os subtipos stx1d, stx2e
e stx2f tiveram resultados inconclusivos em ambas espécies de animais testados, por ndo haver

controle positivo para eles.

Tabela 4 — Subtipos de stx1 e stx2 presentes nas STEC isoladas de bovinos.

Gene! Subtipos (s) No. (%) de isolados
(stx1 = 38 / stx2 = 33)2
Stx Stxla 7,89% (3/38)3
Stxla, Stx1c 13,15% (5/38) 3
Stx2a e stx2c 42,42% (14/33)3
Stx2a, Stx2c e Stx2d 9,09% (3/33) 2
Stx2b, stx2c e stx2d 3,03% (1/33) 3
Stx2c e Stx2d 6,06% (2/33)3
Stx2c 9,09% (3/33)3

1 stx, gene da toxina Shiga.

2 NGimero de amostras de STEC que apresentam os genes stx1 e stx2 submetidos a subtipagem.

3 Porcentagem de subtipos encontrados, em relagdo ao nimero total das amostras de STEC, que apresentam os
subtipos dos genes stx1 e stx2 separados ou simultaneamente.

Tabela 5 — Subtipos stx1 e stx2 presentes nas STEC isoladas de ovinos.

Gene! Subtipos (s) No. (%) de isolados
(stx1 =41/ stx2 = 23)?
Stx Stxla 12,19% (5/41)
Stxlc 29,26% (12/41) ®
Stxla e Stx1lc 56,09% (23/41) 3
Stx2b 69,59% (16/23) 3
Stx2a e Stx2c 4,34% (1/23)3
Stx2b e Stx2g 13,04% (3/23) ®

1 stx, gene da toxina Shiga.
2 NGimero de amostras de STEC que apresentam os genes stx1 e stx2 submetidos a subtipagem.
3 Porcentagem de subtipos encontrados, em relacdo ao nimero total das amostras de STEC, que apresentam os
subtipos dos genes stx1 e stx2 separados ou simultaneamente.

Os cento e seis isolados de STEC, 59 de bovinos e 47 de ovinos, foram testados contra
10 antibioticos (representando 5 grupos diferentes). Apenas 3,4 % (2/59) das cepas de bovinos
foram sensiveis a todos os antibiéticos, enquanto 96,6% (57/59) apresentaram resisténcia a pelo

menos um. J& em ovinos, 10,6% (5/47) foram sensiveis a todos, e 89,4% (42/47) foram
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resistentes a pelo menos uma droga. Nos dois tipos de animais pesquisados, a maioria dos
isolados eram multirresistentes (MDR), ou seja, mostraram resisténcia a dois ou mais
antibioticos de dois grupos distintos (Shaheen et al., 2010). Através da realizacdo do teste qui-
quadrado foi observado que nédo houve diferenca significativa entre bovinos e ovinos em relacdo
a ocorréncia de bactérias multirresistentes encontradas (P > 0,05) (Fig 1, 2 e 3).

Com relacdo a prevaléncia de resisténcia a cada antibiotico, as fig. 2 e 3 mostram a
porcentagem de cepas resistentes a cada antibidtico. Nitrofurantoina, seguido do cefotaxima e
imipenem, foram os farmacos que as bactérias mais apresentaram resisténcia. Além disso, é
importante ressaltar que os isolados de ambos os animais mostraram uma gama de resisténcia
a diferentes antibidticos da familia das cefalosporinas de 12, 22 3?2 e 42 geracgdo: cefazolina,

cefoxitina, cefotaxima e cefepima, respectivamente (fig. 2 e 3).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

BOVINOS OVINOS
EMDR 67,80% 59,60%
ENMDR 32,20% 40,40%

EMDR ®=mNMDR

Figura 1 — Percentual de STEC resistentes a multiplas drogas (MDR) e ndo resistente a multiplas drogas
(NMDR), isoladas de fezes de bovinos (esquerda) e ovinos (direita), respectivamente.

A idade e a resisténcia antimicrobiana foram fatores associados (P < 0,05) a
patogenicidade (tab. 6). No presente trabalho, os animais adultos possuiram oito vezes mais
chances de apresentar STEC de patogenicidade alta, ou seja, de possuirem subtipos stx2 ou a
simultaneidade entre eles e os trés subtipos de stx1 (Taghadosi et al., 2018), em comparagéo
com 0s animais jovens. Ainda, animais que possuiam cepas de STEC de patogenicidade alta
obtiveram trés vezes mais chances de também possuirem cepas multirresistentes aos

antimicrobianos testados, em relacdo aos que possuiam cepas de patogenicidade baixa.
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Figura 2 — Percentual de sensibilidade a 10 antibi6ticos para isolados de STEC proveniente de fezes bovinas.
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Barras azuis indicam resisténcia, barras laranjas indicam susceptibilidade, barras cinzas indicam
sensibilidade intermediaria, e barras amarelas, dependente de dose susceptivel, de acordo com as
definicbes do CLSI (2018). O eixo Y representa a porcentagem de isolados. O eixo X representa 0s
grupos farmacologicos testados (1) B-lactdmicos, (2) Quinolona, (3) Complexo sulfonamida, (4)
Aminoglicosideo, e (5) Derivado de Nitrofuran.
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Figura 3 — Percentual de sensibilidade a 10 antibi6ticos para isolados de STEC proveniente de fezes ovinas.

Barras azuis indicam resisténcia, barras laranjas indicam susceptibilidade, barras cinzas indicam
sensibilidade intermediaria, e barras amarelas, dependente de dose susceptivel, de acordo com as
definicbes do CLSI (2018). O eixo Y representa a porcentagem de isolados. O eixo X representa 0s
grupos farmacologicos testados (1) B-lactdmicos, (2) Quinolona, (3) Complexo sulfonamida, (4)
Aminoglicosideo, e (5) Derivado de Nitrofuran.
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Tabela 6 — Coeficientes de regressdo logistica e odds ratio para fatores associados com *patogenicidade em
bovinos e ovinos.

Fatores Coeficiente Valor - P Odds ratio (IC 95%)
Idade! 2,1139 0,0002 8,28 (2,72 - 25,17)
Sexo? 0,3916 0,3982 1,47 (0,60 - 3,67)
Espécie® -0,7193 0,1247 0,48 (0,19 - 1,22)
Resisténcia® 1,1585 0,0282 3,18 (1,13 a 8,96)
Intercepto -1,3319

* Variavel dependente: patogenicidade (baixa = 0; alta = 1).
!Idade: jovem = 0; adulto = 1.

2Sexo: macho = 0; fémea = 1.

SEspécie: bovino = 0; ovino = 1.

“Resisténcia: NMDR = 0; MDR = 1.

Discussao

No presente trabalho o subtipo stxla e o stx1c foram encontrados tanto nos isolados de
amostras bovinas quanto de ovinas. Em células Vero o subtipo stxla € cerca de 10 vezes mais
citotoxico do que o stx2a, no entanto, o inverso € verificado em camundongos: stxla é 100 a
400 vezes menos letal do que stx2a, embora as toxinas exibam atividades enzimaticas
equivalentes (Melton-Celsa, 2014). O principal fator de viruléncia expresso por STEC é a
toxina AB5, que possui duas formas antigenicamente distintas, Stxla e Stx2a. Embora se
liguem ao mesmo receptor, globotriaosilceramida (Gb3), o stx2a é mais potente em
camundongos, enquanto que o stx2b é mais citotoxico em cultura celular (Russo et al., 2014).
De acordo com Scheutz et al., (2012) os subtipos stxla e stx2a s@o os mais frequentemente
associados a doencas.

No nosso trabalho, apesar do subtipo stxla ter sido detectado nas duas espécies de
animais, a presenca do mesmo com o subtipo stx1c teve maior predominéncia. Resultado esse,
semelhante ao de Alonso et al. (2017), que também encontraram ambos separados, porém a
combinago entre os mesmos foi maior nas cepas analisadas. E importante destacar que a
simultaneidade de subtipos é frequentemente encontrada. Na pesquisa de Taghadosi et al.
(2018), por exemplo, duas linhagens isoladas de bezerros apresentaram cinco subtipos

simultaneamente (stx1a, stx1c, stx2b, stx2c e stx2d). Segundo esses autores, cepas que possuem
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a combinacdo de subtipos stx1 e ou stx2 sdo mais toxicas para células Vero do que outras cepas.
No presente estudo, algumas das cepas de bovinos e ovinos mostraram subtipos stx1 e stx2 de
forma simultanea, podendo serem consideradas altamente toxicas e patogénicas.

No trabalho de Feng e Reddy (2013), feito nos Estados Unidos, a maioria dos isolados
stx1 foram portadores do subtipo stxla, sendo mais comumente presente em combinagdo com
outros subtipos. Trabalhos feitos com outros animais, também relatam a presencga do subtipo
stxla, como na pesquisa de Baranzoni et al. (2016) com suinos, que teve esse subtipo como o
segundo mais encontrado. Segundo eles 0s suinos, assim como 0s ruminantes, tém se mostrado
importantes reservatorios de STEC e podem possuir perfis de viruléncia associados com
doengas humanas. Em alimentos isso pode também ser confirmado, Popova et al. (2017)
encontraram stxla na maioria das amostras de carne de frango analisadas.

Os subtipos stx1c e stxld sdo raramente encontrados em doencas humanas, e quando
presentes em STEC estdo associados a um curso de doenca leve. Trabalhos relatam que os
subtipos stx1a, stx1c e stx1d possuem insignificante associagédo com quadros de SHU, diferente
das cepas de STEC produtoras de stx2a, stx2c e stx2d, que sao frequentemente relacionadas a
SHU e a colite hemorragica em humanos (Melton-Celsa, 2014; Skinner et al., 2014). Na nossa
pesquisa, 9,09% (3/33) das STEC isoladas de fezes bovinas apresentavam esses trés subtipos
simultaneamente, fato esse preocupante.

Neste estudo, a prevaléncia do subtipo stxl1c nas amostras de ovinos foi de 27,27% e
52,27% em simultaneidade com stx1a, ao contrario das amostras de bovinos, que apesar de
13,15% terem sido classificadas como stxla/stx1c, nenhuma demostrou apenas o stx1c como
subtipo. De acordo com Feng e Reddy (2013) o subtipo stx1c é geralmente associado a diarreias
leves e infeccBes assintomaticas, sendo o subtipo mais comum entre cepas de STEC isoladas
de ovelhas, cervos selvagens e suas carnes, o que pode justificar a diferenca de prevaléncia do
mesmo nas cepas de bovinos e ovinos aqui pesquisadas.

Em outros trabalhos recentes com caprinos e bezerros, o subtipo stx1c também foi o0 mais
predominante (Jajarmi et al., 2018; Otero et al., 2017; Taghadosi et al., 2018). Aqui, o0 subtipo
stx1d ndo foi encontrado em nenhuma das 106 cepas analisadas. Segundo Feng e Reddy (2013)
pouco se sabe sobre o significado clinico desse subtipo. A baixa prevaléncia e até mesmo
auséncia dele é comumente observada em outras pesquisas (Feng e Reddy, 2013; Hofer et al.,
2012; Jajarmi et al., 2017; Jajarmi et al., 2018; Popova et al., 2017).

A maioria das cepas de STEC de fezes bovinas e ovinas apresentaram simultaneidade
entre os subtipos stx1 e stx2 (tab.4 e tab. 5). O subtipo stx2a em simultaneidade com o stx2c foi

predominante nos bovinos, verificado em 42,42% (13/33) das cepas, ja& em ovinos, 4,34%
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(1/23). Em ovinos, o subtipo stx2b esteve presente em 69,59% (16/23) das cepas, contudo,
13,04% (3/23) apresentaram simultaneidade com o subtipo stx2g. Essa simultaneidade dos
subtipos das amostras de fezes que foram coletas poderia oferecer riscos de doencas graves para
as pessoas que possuiam contato com esses animais. Conjuntos especificos de fatores de
viruléncia foram associados a diferentes subtipos de stx2 no trabalho de Franz et al. (2015). O
stx2a foi positivamente associado a uma série de fatores de viruléncia adicionais, incluindo eae,
ao contrario dos stx2hb, stx2d, stx2e e stx2g, que mostraram pouquissima associacao para esses
fatores. Segundo 0s mesmos autores, o subtipo stx2f geralmente esta associado a doengas mais
leves, devido auséncia geral de ehxA e terB, genes que demostram associagao significativa com
a SHU.

Dados epidemioldgicos de doengas humanas indicam uma associacdo mais forte com
doencas graves para cepas de STEC que produzem stx2a do que somente stxla. Também, stx2a
é considerado mais potente para o intestino, as células epiteliais e endoteliais alvejadas na SHU
sd0 mais sensiveis a esse subtipo. Além disso, foi descoberto que células endoteliais
microvasculares renais obtidas de glomérulos humanos sdo cerca de mil vezes mais sensiveis a
stx2a do que a stxla (Melton-Celsa, 2014). Portanto, a grande porcentagem de cepas,
principalmente das bovinas, apresentando o subtipo stx2a em nosso estudo, & um fator
preocupante para a populagéo da regiéo local.

Esta descrito no trabalho de Melton-Celsa (2014) que o subtipo stx2d esta associado com
graves manifestacdes de infeccdo por STEC. Apesar de o stx2b e stx2d apresentarem
citotoxidade reduzidas para células Vero, e a producdo de toxina Stx2c ser mais ativa nessas
células, o stx2d é tdo toxico quanto o stx2a quando injetdvel em animais. Do mesmo modo,
cepas que produzem stx2d séo altamente virulentas em um modelo de infec¢cdo de camundongos
tratados com estreptomicina. J& o subtipo stx2b esta associado a doencas leves, e stx2e, stx2f e
stx2g estdo intimamente associados a infeccao por STEC em animais.

Entre os resultados encontrados no trabalho de Franz et al. (2015), os genes stx2b e stx2d
apresentaram frequéncias mais altas que os outros genes estudados. Nosso resultado foi
semelhante para os subtipos encontrados nas cepas isoladas a partir de fezes de ovinos. Apesar
de nenhuma cepa apresentar o stx2d, 69,59% (16/23) apresentaram o gene stx2b. Martins et al.,
(2015) também verificaram que o subtipo stx2b foi 0 mais comum entre 0s ovinos pesquisados.
A criacdo de ovinos é uma atividade animal muito importante no setor produtivo no Brasil.
Atualmente, nosso pais possui 0 maior lote (aproximadamente 17 milhdes de cabecas) e
producdo de carne de ovelha do continente. Consequentemente, o risco de exposi¢do a

patdgenos zoonoticos, como STEC, é grande. Embora poucos estudos relatem a ocorréncia de
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STEC em populagdes de ovinos brasileiros, e 0os bovinos serem considerados o principal
reservatorio de STEC, maior prevaléncia dessa patdgeno tem sido detectada em fezes e carnes
de ovinos em comparacdo a amostras de origem bovina (Martins et al. 2015).

A resisténcia aos antibidticos € um problema crescente para cepas de E. coli. Em algumas
regides do mundo, sobretudo nos paises desenvolvidos, estirpes que causam infec¢des
sanguineas sdo com muita frequéncia multirresistentes e, em muitos casos, pode nao haver
antibioticos eficazes para trata-las, com excecéo dos carbapenémicos. Contudo, a resisténcia
mediada por enzimas capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos, incluindo carbapenémicos
tém crescido em todo 0 mundo (Guardabassi et al., 2010). Apesar do imipenem, antibidtico do
subgrupo dos carbapenémicos com maior espectro dentre os [B-lactamicos ser altamente
resistentes as betalactamases, o que o tornaria, portanto, Util para infeccGes graves, na nossa
pesquisa 40,7% das cepas de STEC de fezes bovinas foram resistentes a ele.

As cefalosporinas sdo uma importante classe de antibioticos e, mais utilizadas na
medicina veterindria. Devido ao seu amplo espectro antibacteriano e forte capacidade
bactericida, a producéo, bem como o consumo clinico desses farmacos séo enormes (Yu et al.,
2016). Entre nossos resultados, 49,1% e 18,6% das cepas de STEC isoladas de bovinos foram
resistentes a cefotaxima e cefepima, cefalosporinas de terceira e quarta geracao,
respectivamente. Das de ovinos, a resisténcia a cefotaxima nao foi muito diferente: 46,8%.

Provavelmente, o uso exacerbado de cefalosporinas de terceira e quarta geragdes em
animais esteja relacionado com a selecdo de bactérias resistentes nos mesmos (Guardabassi et
al., 2010). Igualmente, quase 90% das cepas de bovinos, e mais de 70% das de ovinos, foram
resistentes a cefazolina, cefalosporina de primeira geracdo. De acordo com Climeni et al.
(2009), cefalosporinas de primeira geragdo sdo as mais indicadas em mastites subclinicas,
mastite aguda, e no tratamento de vacas secas. Segundo Momtaz et al. (2012), o uso da
nitrofurontoina € proibido. Infelizmente, muitos médicos veterinarios, em diversos campos da
veterinaria, usam esse antibiético como béasico. Altos niveis (mais de 50%) de resisténcia
antibiotica para ele em nosso estudo podem indicar usos irregulares e ndo autorizados dela em
tratamentos veterinarios.

A exposicdo ambiental de humanos a bactérias resistentes aos antibidticos de origem
animal pode ocorrer em diversas circunstancias, como por exemplo, pela propagacdo de
estrume nas terras agricolas e por polui¢do atmosférica. Tambeém, ha cada vez mais provas de
gue o contato direto com os animais pode, sob certa circunstancia, desempenhar um papel

importante na contaminagdo por bactérias resistentes (Guardabassi et al., 2010), o que
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representa risco ocupacional para trabalhadores que manipulam animais e ou seus produtos na
regido onde a presente pesquisa foi realizada.

O fato de a maioria de nossas cepas serem resistentes a pelo menos um antibiotico testado
¢ preocupante. Mesmo que o0 uso de agentes antimicrobianos na producao animal e na medicina
veterinaria ndo seja responsavel pela origem da resisténcia antimicrobiana, ele com certeza tem
contribuido para a propagacao de bactérias resistentes (Guardabassi et al., 2010). Um relatério
sobre resisténcia a colistina transferivel em E. coli de animais de criacao, e a presenca de genes
de resisténcia em isolados de carne e de pacientes, destacou a ameaca que 0S genes de
resisténcia originarios de bactérias em animais podem posteriormente serem transferidos para
bactérias presentes em humanos (Liu et al., 2016).

No nosso trabalho, animais adultos possuiram oito vezes mais chances de apresentarem
STEC de patogenicidade alta do que os animais jovens. Provavelmente, esse resultado é
justificado pelo tempo de exposi¢do mais prolongado dos adultos a essas bactérias, e por um
tempo maior de tratamento com distintos antibi6ticos. Esse resultado é preocupante, pois a
exposicao de seres humanos com animais adultos e seus subprodutos costuma ser maior do que
com animais jovens, como durante a ordenha e abate, tendo como consequéncia ndo so contato
direto com esses animais reservatorios, mas também subprodutos, como leite, queijos e carnes
contaminados. Também, foi observado que STEC de patogenicidade alta possuiram trés vezes
mais chances de serem multirresistentes do que ndao multirresistentes, ou seja, além de serem
cepas altamente virulentas para os seres humanos, podem ser consideradas de dificil tratamento
e eliminacdo, devido sua ampla resisténcia aos antimicrobianos.

O perfil de resisténcia dos isolados pode refletir um acimulo de genes de resisténcia e
representa o antibidtico “resistome”, presente como um reservatorio, elementos moveis e
genes. Isso pode auxiliar na compreensdo dos fatores ambientais que levam a retencdo de um
reservatorio de genes de resisténcia na populacdo de bactérias e, portanto, controlar sua
disseminacdo (lbrahim et al., 2016). E. coli é um dos grupos de sete espécies que a OMS usa
como organismo sentinela para desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos. Sobretudo, tem
sido grande a preocupacdo com a emergéncia e disseminacdo de E. coli produtora de ESBL
associada a bovinos e outros animais de criagdo (Liebana et al., 2013).

Neste estudo, determinamos o padrdo de resisténcia a antibioticos de cepas de STEC,
subgrupo de E.coli, isoladas de fezes de bovinos e ovinos de diversas propriedades rurais do
sudoeste do estado de Goiés. Nessas fazendas, assim como em diversas outras do mundo inteiro,
tipos diferentes de antibidticos estdo sendo utilizados para tratar esses animais, principalmente

bovinos. Segundo Ibrahim et al. (2016), isso contribui para a selecdo de cepas que possuem
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genes de resisténcia a antibidticos e transferéncia horizontal de genes entre diferentes espécies
de bactérias. De acordo com 0s mesmos autores, comparar nosso estudo com outros, ndo nos
daria necessariamente 0os mesmos padrdes de resisténcia, pois cada regido e propriedade tem
um regime diferente de gestdo em relacéo ao alojamento dos animais, o tipo de animal, nutricao

e tratamentos veterinarios, uso de outros antibioticos, descarte dos mesmos etc.

Conclusdes

Os subtipos stxla e stxlc foram encontrados tanto em fezes de bovinos quanto de
ovinos. A combinacgdo simultanea entre tais subtipos esteve presente na maioria das cepas das
duas espécies de animais estudadas. Nas STEC de fezes bovinas o stx2a e stx2c foram o0s
subtipos mais prevalentes, enquanto que na de ovinas, prevaleceram o stx2b e a simultaneidade
do mesmo com o subtipo stx2g. Foi observada simultaneidade entre os subtipos stx1 e stx2 em
algumas das cepas pesquisadas, fator esse que as tornam muito mais virulentas. Animais adultos
possuiram oito vezes mais chances de apresentarem STEC de patogenicidade alta do que os
animais jovens. Os resultados obtidos pelo antibiograma demostram variacdes no perfil de
resisténcia dos isolados, bem como a ocorréncia de amostras com mdltiplas resisténcias nos
animais testados, mesmo ndo havendo diferenca significativa entre as espécies de animais.
Além disso, foi possivel concluir que STEC de patogenicidade alta possuiram trés vezes mais
chances de serem multirresistentes aos antimicrobianos testados, do que STEC de
patogenicidade baixa. Estes resultados apontam a necessidade de se monitorar periodicamente
o perfil de susceptibilidade dos microrganismos contidos nas fezes desses animais, visando
acompanhar a evolucgdo dos indices de resisténcia, tendo em vista que estes sdo considerados
fontes de infeccdo direta e indireta para os seres humanos. Diante disso, bovinos e ovinos
pesquisados na regido sudoeste do estado de Goids podem oferecer risco a saude da populacédo

local.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Os subtipos stxla e stxlc foram encontrados tanto em fezes de bovinos
quanto de ovinos. A combinagdo simultanea entre tais subtipos esteve presente na
maioria das cepas das duas espécies de animais estudadas. Nas STEC de fezes
bovinas o stx2a e stx2c foram os subtipos mais prevalentes, enquanto que na de
ovinas, prevaleceram o stx2b e a simultaneidade do mesmo com o subtipo stx2g. Foi
observada simultaneidade entre os subtipos stx1 e stx2 em algumas das cepas
pesquisadas, fator esse que as tornam muito mais virulentas. Animais adultos
possuiram oito vezes mais chances de apresentarem STEC de patogenicidade alta
do que os animais jovens. Os resultados obtidos pelo antibiograma demostram
variagdes no perfil de resisténcia dos isolados, bem como a ocorréncia de amostras
com multiplas resisténcias nos animais testados, mesmo nao havendo diferenca
significativa entre as espécies de animais. Além disso, foi possivel concluir que STEC
de patogenicidade alta possuiram trés vezes mais chances de serem multirresistentes
aos antimicrobianos testados, do que STEC de patogenicidade baixa. Estes
resultados apontam a necessidade de se monitorar periodicamente o perfil de
susceptibilidade dos microrganismos contidos nas fezes desses animais, visando
acompanhar a evolucdo dos indices de resisténcia, tendo em vista que estes séo
considerados fontes de infeccao direta e indireta para os seres humanos. Diante disso,
bovinos e ovinos pesquisados na regido sudoeste do estado de Goias podem oferecer

risco a saude da populacao local.
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ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto
e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho
menor que 12 (o menor tamanho aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter
apenas o0 indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apdés a sua primeira
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texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato JPG com alta
qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo préprio de submisséo, na tela
de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apos a sua primeira citacao.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informagdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discusséo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussao poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer uma das partes).
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