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RESUMO

ROMANHOLI, Natalia Lourengo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2018. Perfil de resisténcia a antibiéticos de isolados de Escherichia coli
diarreiogénica oriundos de fezes de suinos. Orientador: Ricardo Seiti
Yamatogi. Coorientador: Luis Augusto Nero.

A cadeia de produgdo suina tem grande importancia na economia brasileira,
incluindo o pais no ranking dos maiores exportadores mundiais da carne.
Produtos a base de carne suina sdo consumidos mundialmente e podem carrear
diferentes perigos bioldgicos, como cepas patogénicas de Escherichia coli,
responsavel por uma variedade de sintomas em humanos, podendo levar a
diarréia sanguinolenta e insuficiéncia renal. E. coli é caracterizada por diferentes
patotipos baseados na presenca de diferentes fatores de viruléncia, sendo eae
e stx os principais genes de viruléncia em isolados de alimentos. O objetivo
desse trabalho foi o isolamento e caracterizagcdo de isolados de E. coli
diarreiogénica em suinos, assim como analise filogenética e avaliacdo da
resisténcia a antibidticos dos isolados. Amostras de fezes de 120 suinos de
terminacao obtidos de abatedouro-frigorifico localizados na regido da Zona da
Mata, no Estado de Minas Gerais, foram obtidas com a técnica de swab. Os
isolados confirmados bioquimicamente como E. coli foram submetidos a PCR
multiplex para deteccao de stx1/stx2, eae, ipaH e aggR visando a identificagéo
dos patotipos. E.coli diarreiogénica foram identificados em 12 (10%) suinos, e 17
isolados foram confirmados pela PCR multiplex, sendo 70,6% EPEC (12/17) e
29,4% STEC (5/17). Um total de 37 isolados de suinos (patogénicos e nao
patogénicos) foram analisados quanto ao perfil de resisténcia a antibidticos,
sendo que100% das amostras de E. coli foram multirresistentes aos antibioticos
testados, ou seja, foram resistentes a trés ou mais classes de antibidticos e
ainda, todos os isolados apresentaram resisténcia nas concentracoes testadas,
a ampicilina, tiamulina, acido nalidixico e tetraciclina. Constatou-se também que
nao houve diferenca nos perfis de resisténcia entre os isolados diarreiogénicos
e comensais. Os isolados positivos para os patotipos foram caracterizados para
identificagcao de filogrupo de Clermont (A, B1, B2, e D) baseado em um segundo

PCR multiplex, objetivando a detecgédo dos genes chuA, yjaA, TspE4C2 e gadA.
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Com base na caracterizagéo do filogrupo, os isolados de EPEC e STEC foram
categorizados como A (23,5%), B1 (23,5%) e B2 (52,9%). Cepas patogénicas de
E. coli pertencentes ao filogrupo B2 e D s&o altamente virulentas, sendo uma
preocupagao em qualquer cadeia alimentar. A presenga de E. coli patogénica
em fezes de suinos € preocupante, uma vez que pode ocorrer uma
contaminagao cruzada no abate, resultando em contaminacdo de produtos
suinos destinados ao consumo humano. Além disso, a presenga de cepas
multirresistentes representa uma ameaca a saude publica, pois essas bactérias
e os elementos de resisténcia podem ser transferidas aos humanos, implicando

em maior numero de doencas e falhas nos tratamentos.



ABSTRACT

ROMANHOLI, Natalia Lourengo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2018. Antimicrobial resistance profile of diarrheogenic Escherichia
coli isolates from swine feces. Advisor: Ricardo Seiti Yamatogi. Co-advisor:
Luis Augusto Nero.

The pork production chain generates more than one millionReaiseach year to the
Brazilian economy, ranking the country as one of the main exporters worldwide.
Pork products are widely consumed worldwide, but it can carry different biological
hazards, like pathogenic strains of Escherichia coli, responsible for a variety of
symptoms in humans, such as by bloody diarrhea and renal failure. E. coli is
characterized through different pathotypes based on a variety of virulence
factors, being eae and stx the main virulence related genes in strains isolated
from foods. The objective of this study was the isolation and characterization of
diarrheogenic E. coli isolates in swine, as well as phylogenetic analysis and
antimicrobial resistance evaluation of the isolates. Feces from 120 pigs obtained
from a pig farm and a slaughterhouse located in the Zona da Mata, Minas Gerais
state, were collected using the swab technique. The confirmed isolates in the
bacteria were subjected to a multiplex PCR targeting stx1/stx2, eae, ipaH and
aggR for pathotype identification. The positive isolates of the pathotypes were
characterized to Clermont phylogroup identification (B1, B2, A and D) based on
a second multiplex PCR targeting chuA, yjaA, TspE4C2 and gadA.The
Diarrheagenic E. coli was identified in 12 (10%) pigs, and 17 isolates were
confirmed by the multiplex PCR, representing 70.6% EPEC (12/17) and 29.4%
STEC (5/17). A total of 37 isolates of pigs (pathogenic and non-pathogenic) were
analyzed for antibiotic resistance profile, and 100% of the E. coli samples were
multiresistant to the antibiotics tested, that is, they were resistant to three or more
classes of antibiotics and all isolates showed resistance at the concentrations
tested, ampicillin, thiamulin, nalidixic acid and tetracycline. It was also verified
that there was no difference in the resistance profiles between the diarreiogenic
and commensal isolates.Based on the phylogroup characterization, EPEC and
STEC isolates were categorized as B1 (23,5%), B2 (52,9%) and A (23,5).
Pathogenic E. coli strains belonging to the phylum-group B2 and D are highly
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virulent, being a concern in any food chain. The presence of pathogenic E. coli in
swine feces is of concern, since it is possible that cross-contamination does not
decrease, resulting in contamination of products suitable for human consumption.
In addition, the presence of multiresistant strains represents a threat to public
health, since resistance can be transferred to men, implying a greater number of

diseases and tasks in the treatments.
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INTRODUGAO GERAL

A suinocultura brasileira tem se tornado cada vez mais importante no cenario
econdmico nacional, tanto pela elevada produ¢do no numero de animais, como
pelos numeros expressivos na exportagao deste tipo de proteina.

Por essa intensa produgado, surtos de origem alimentar tém se tornado um
importante problema de saude publica. Escherichia coli esta dentre os principais
patdgenos responsaveis pela causuistica de surtos alimentares em todo o mundo. O
patdégeno € um componente da microbiota intestinal dos animais de sangue quente,
porém, alguns patotipos podem ser patogénicos e causar sérios danos a saude
publica. O principal hospedeiro da bacteria € a espécie bovina, porém 0s suinos e
seus produtos, também s&o importantes carreadores da espécie e das cepas
patogénicas.

Dentre esses principais patotipos E. coli STEC, patotipo que produz a Shiga
toxina, capaz de causar lesbes ao endotélio renal, podendo ocasionar
posteriormente diarreia sanguinolenta, colite hemorragica e sindrome hemolitico-
urémica. A maioria dos surtos alimentares relacionados ao patotipo esta associado
ao sorotipo O157:H7, apesar de existirem outros reportados em associacbes com
infecgbes do trato gastrointestinal em humanos.

A atual produgéo suinicola atrelada a elevada demanda de animais, leva a
adocgao de um sistema intensivo de criagdo que apresenta alguns fatores como alta
lotacdo de baias, contato direto entre os animais, alta densidade de fezes e
compartiihamento de comedouros e bebedouros. Portanto, ha facilidade de
disseminagado de patdégenos, e ao mesmo tempo, dificuldade no controle dos
mesmos quando ja instalados na criagdo. Por tudo isso, os antibidticos sao
amplamente utilizados de forma preventiva na rotina das granjas. Contudo, esse
amplo uso atrelado ao uso indevido dos antibiéticos em humanos e animais fez com
que o indice de bactérias resistentes isoladas em alimentos de origem animal tenha
aumentado mundialmente nos ultimos anos, o que significa uma ameaca a saude
publica pelo potencial de transferéncia dos genes de resisténcia dessas bactérias
para outras de significado clinico humano - dentre outros motivos - e
consequentemente aumento no numero de doencas bacterianas e falhas nos

tratamentos.



Pela escassez de estudos realizados abrangendo E. coli diarreiogénica
oriundas de suinos no Brasil, e pela importancia que a carne suina vem adquirindo
nos ultimos anos, o objetivo desse estudo foi o isolamento e caracterizagdo de
isolados de E. coli diarreiogénica em suinos, assim como analise filogenética e

avaliagao da resisténcia a antibioticos dos isolados.



CAPITULO 1. Revisio Bibliografica
Natalia Lourengo Romanholi



1. Mercado da carne suina

Durante a década de 1970, com o surgimento dos Oleos vegetais e a
substituicdo da banha pela refrigeragao no processo de conservagao, a produgao de
suinos que até entado era utilizada como fonte de gordura, teve o foco voltado para a
producao de carnes (ZEN, S. de et al., 2015).

A necessidade de uma maior produgdo, a adogado do sistema intensivo de
criacdo e avangos em diversas areas como, por exemplo, tecnologia de criagao e
genética, contribuiram para o crescimento do setor e transformaram a cadeia
suinicola em um dos pilares de sustentagdo da produgdo agroindustrial brasileira,
atendendo em grande escala as demandas nacionais e internacionais. Portanto,
atrelado a tudo isso, os suinos puderam ser abatidos com maior peso, sem acumular
gordura, como ocorria no passado, aumentando assim a eficiéncia da cadeia
produtiva (ABCS, 2014).

A crescente producdo de suinos no Brasil transformou o pais em um
importante polo de carne suina no mundo. Em 2017, a producdo mundial foi de
aproximadamente 110.928 mil toneladas de carne suina e dentre os principais
produtores mundiais, o Brasil se destacou, ocupando o quarto lugar em producéo e
também em exportagdo, com aproximadamente 3.725 mil toneladas de carne suina
produzida, e 786 mil toneladas exportadas, sendo que 81.5% da producgao de carne
suina brasileira é direcionada ao mercado interno (ABPA, 2018; USDA, 2018).
Dentre os produtos exportados, os cortes e miudos representam 86,6% e 10,8% da
producao, respectivamente (ABPA, 2018).

A maior evolugdo no consumo e produgédo de proteinas de origem animal, no
periodo analisado de 2000 a 2012, ocorreu com a carne de aves, porém, a carne
suina ocupa com destaque o primeiro lugar na preferéncia da populagdo mundial,
sendo, portanto, a carne mais consumida no mundo (ABCS, 2014). O Brasil foi
classificado como o quinto pais no ranking mundial de consumidores da carne
(USDA, 2018), considerando que o consumo per capita (Kg/hab) do produto vem
aumentando desde 2007 a 2017, de 13,0 para 14,7 (ABPA, 2018). No Brasil, a carne
suina gera duvidas e certa rejeicao por parte da populagéo pelas suas propriedades
nutritivas e pelo potencial de causar doengas. Porém, o crescimento nesse consumo
per capita pode ser explicado pela desmistificagdo da espécie, que sofreu nos
ultimos anos grandes mudancgas na forma de criagdo, e que possui em alguns
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cortes, indices de gordura menores do que bovinos e aves, por exemplo, além de
ser rica em vitaminas e minerais.

Entre 1995 a 2012, o aumento na producdo mundial de carne suina foi de
42,7%, enquanto que nesse mesmo periodo, o plantel mundial de suinos cresceu
apenas 7,1%, sendo que essa diferenca se explica pela melhora na produtividade e
ao aumento do peso de abate dos plantéis mundiais (ABCS, 2014).

A producgdo nacional localiza-se principalmente em trés regides do Brasil,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Em 2017, o Estado de Minas Gerais abateu 4.010.628
animais, representando aproximadamente 11,15% dos animais abatidos no pais.
Numero significante, se considerarmos o grande potencial dos trés estados que
compdem a regiao Sul e que Minas Gerais € 0 quarto maior produtor de carne suina
perdendo somente para os estados que compdem essa regido (MAPA, 2017).
Segundo Garcia e Aguiar (2012), dentre as principais mesorregides de criagdo de
suinos tecnificadas estdo o Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba (39% das matrizes),
Zona da Mata (25%), Regiao Metropolitana de Belo Horizonte (12%), Oeste de
Minas (7%) e Sul/Sudoeste de Minas (7%), correspondendo 13,76% da produgao
nacional e contendo 5,2 milhdes de cabegas (GARCIA; AGUIAR, 2012).

A regido da Zona da Mata mineira possui longa tradicdo na suinocultura, tendo
o fortalecimento da atividade se iniciado na década de 80, nos arredores do
municipio de Ponte Nova. Essa regido também é uma das principais mesorregides
de criacido de suinos tecnificadas do estado, possuindo mais de 273.000 matrizes, o
que corresponde a 16% do plantel nacional, além de ocupar também o segundo
lugar no rebanho de suinos do estado, com um efetivo em cabecas de 1,08 a 1,95
milhdo (ABCS, 2016).

Em decorréncia dos numeros expressivos apresentados e consequente
importancia na economia, os patdgenos suinos que possam interferir na saude

publica precisam ser avaliados.

2. Importancia da carne suina em surtos alimentares

A tecnificacdo e o aparecimento de diversos tipos de cortes, embutidos e
defumados incorporaram e viabilizaram uma producgao diferenciada ao consumidor

com uma agricultura mista ligada aos mercados locais para aquisicdo de insumos e
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melhorando a qualidade de forma a destinar o produto ao comeércio global (DIETZE,
2011).

A sanidade dos animais, o controle do periodo de caréncia no uso de
antibidticos, o ambiente de processamento e a manipulacdo dos produtos carneos
na industria frigorifica sdo algumas das etapas do ciclo de produgao da carne suina
que podem interferir na qualidade e inocuidade do produto. Devido a rica
composicao quimica e caracteres fisico-quimicos deste produto e seus produtos
derivados, 0s mesmos apresentam-se como Otimos substratos para o
desenvolvimento microbiano. Os micro-organismos podem utilizar este substrato
levando a deterioracdo do produto, diminuindo o valor nutritivo além de serem
potenciais causadores de doengas (BRYAN, 1998).

A partir da implementagado de programas de controle de qualidade como as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), pode-se reduzir a contaminag&o e o desenvolvimento microbiano
neste alimento. Esses programas, além de sugerirem a presenga de patdégenos e
micro-organismos causadores de deterioragdo através do monitoramento nos
ambientes de producdo de alimentos, podem ser auxiliados pela pesquisa de
indicadores de higiene que remetem a praticas adequadas de processamento
(DOYLE & BEUCHAT, 2007).

A contaminagao da carne pode se originar de praticas de higiene inadequadas
durante o processo de producgdo. Portanto, a adesdo das boas praticas de higiene
no abate e producdo de carne € essencial para a prevencao da contaminacao
microbiana das carcagas e para assegurar a qualidade da carne e a protegdo da
saude publica (FAO, 2005).

Dados dos Estados Unidos representado pelo Centro para o Controle e
Prevencgao de Doengas - CDC (CDC, 2009), revelam que anualmente ocorrem 38,9
milhdes de casos de doengas gastrointestinais causados por patégenos conhecidos
e destes, 13,6 milhdes sdo devido as doengas de origem alimentar. Estas doencgas
sao comumente acompanhadas pelo quadro clinico de diarreia, nauseas, vomitos,
dores abdominais e a presenca ou nao de febre, afetando principalmente pessoas
imunocomprometidas como, por exemplo, criangas, idosos e gestantes.

Outros dados como os da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015),

apontam que, anualmente nas Américas, 77 millhdes de pessoas adoecem por
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doencas de origem alimentar, e dentre estas, mais de 9.000 v&o a o6bito. Além disso,
as doencgas diarréicas sao responsaveis por 95% das doencas transmitidas na
regido e E. coli esta entre as quatro principais causas.

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, dentre os micro-organismos
envolvidos em surtos no pais, de 2007 a 2016, as bactérias sdo as que representam
90,5% do total, sendo que, dentre essa classe de patdégenos, Escherichia coli é a
segunda maior causadora de doencas, ficando atras apenas do género Salmonella.
Nesse mesmo relatoério, dentre os possiveis alimentos indicados como veiculadores
dos surtos, a carne suina in natura e seus derivados tiveram uma representatividade
de 1,5% (SVS/MS, 2016). Entretanto, a subnotificagéo relacionada a essas doengas
no Brasil precisa ser levada em consideragdo, sendo que os numeros divulgados,
portanto, ndo representam a totalidade ou a real situacdo do pais, pois os
diagnosticos, na maioria das vezes, ndo sao conclusivos, assim como as
investigacdes acerca dos surtos.

O numero reduzido de registros de doengas de origem alimentar no Brasil
prejudica a demonstracdo estatistica dos surtos realmente ocorridos. Dados
estatisticos de outros paises demonstram o aumento de casos dessas
enfermidades, principalmente pela oferta de produtos industrializados com origem
em produtos a base de proteina animal. Produtos carneos podem ser veiculadores
de diversas bactérias patogénicas, destacando E. coli.

Estudos realizados nos Estados Unidos indicam que 78% das pessoas
infectadas por E. coli 0157, se recuperam em média em um dia sem consultar um
meédico enquanto que, 19% dos casos apresentam sintomas mais graves, como
diarréia sanguinolenta ou doenga mais prolongada, e procuram atendimento médico,
mas nao estdo doentes o suficiente para serem hospitalizados. Essas pessoas
geralmente se recuperam em uma média de 8 a 9 dias (BATZ et al., 2014).

De acordo com o Ministério da Saude, entre 2007 e 2017, houve uma oscilagao
no numero de surtos registrados no Brasil, estando maior parte deles distribuidos
entre as regides Sudeste e Sul (38,5% e 34,6% respectivamente), sendo que E. coli
ocupa o segundo lugar (27,3%) como agente etioldégico responsavel por surtos
alimentares (SVS/MS, 2018). Os surtos envolvendo a bactéria podem estar
relacionados a diversos tipos de alimentos, incluindo carnes de diferentes espécies,

legumes, verduras e frutas.



Um estudo epidemiolégico realizado nos Estados Unidos demonstrou que entre
o periodo de 1973 e 2012, STEC foi a principal causa de surtos de vegetais folhosos
frescos. Dentre todos os surtos envolvendo o alimento, o patotipo causou quase
dois tergcos dos surtos em varios Estados, mais de 45% das hospitalizagdes e quase
metade das mortes (HERMAN, et al., 2015).

Em 1993, nos Estados Unidos, um grande surto envolvendo hamburgueres mal
cozidos de uma rede nacional de fast food, atingiu 700 pessoas, causando casos de
diarreia sanguinolenta, sindrome hemolitico-urémica (SHU) e quatro mortes (JAY et
al.,, 2004). O surto, que teve como causa confirmada E. coli O157:H7, obteve
grandes propor¢des, sendo necessario realizar o recall interestadual dos produtos.
Devido a gravidade do ocorrido, o surto é até hoje, um dos principais relacionados a
doencgas de origem alimentar.

No ano de 1999, em Columbia no Canada, um surto de E. coli O157:H7,
associado ao consumo de salame, atingiu 143 pacientes no periodo de 12 semanas.
No estudo de caso realizado constatou-se que o produto em questido estava
significativamente associado a doenga (MACDONALD et al., 2004).

Em 2007, na Italia, um surto também associado ao consumo de salame foi
confirmado. Dois pacientes que ingeriram o produto apresentaram diarreia
sanguinolenta e o resultado da analise das amostras confirmaram o patotipo STEC.
O caso pode ser considerado o primeiro relacionado apenas ao consumo de carne
suina, apesar de outras fontes ndo possam ser totalmente excluidas (CONEDERA et
al. 2007).

Em 2011 a Alemanha sofreu o maior e mais grave surto de SHU de origem
alimentar ja ocorrido, sendo o mesmo relatado a OMS. O surto foi causado por E.
coli O104:H4 produtora de toxina Shiga, causando 2.987 casos de diarreia
sanguinolenta, 18 casos letais e 855 casos complicados de SHU (ROBERT KOCK
INSTITUTE, 2011). Aléem disso, outros casos foram registrados na Europa, Suiga,
Canada e EUA, a maioria relacionados a viagens ao norte da Alemanha no periodo
do surto. As autoridades aleméds e a Autoridade Europeia para a Seguranga dos
Alimentos (EFSA) anunciaram que os brotos contaminados produzidos a partir de
sementes de feno-grego importadas do Egito em 2009 eram o veiculo mais provavel
do patégeno nessa epidemia (ROBERT KOCK INSTITUTE, 2011). Brzuszkiewicz e
colaboradores, comparando as sequéncias do genoma da E. coli O104:H4 isolada
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de pacientes deste surto, com a de outras E. coli patogénicas, concluiram que a
linhagem da cepa representa um novo patotipo, o qual denominaram Escherichia
coli hemorragico entero-agregativo (EAHEC) (BRZUSZKIEWICZ, et al., 2011).

Em outubro de 2011, ocorreu um surto de Escherichia coli O157:H7, em
Ontario, no Canada. O surto ocorreu em um evento particular, sendo que dos 59
participantes, 29 tiveram sintomas de doenga gastrointestinal apds o evento, seis
casos apresentaram diarreia sanguinolenta e sete foram hospitalizados. Apés um
estudo de caso, concluiu-se que, dentre todas as potencias fontes investigadas,
STEC O157 foi isolada apenas da carne suina (TROTZ et al., 2012).

Em junho de 2012 em Limburgo, uma provincia da Bélgica, um surto envolveu
24 casos, dos quais 17 foram confirmados laboratorialmente sendo que cinco casos
evoluiram para a SHU e 15 foram internados. Os pacientes relataram o consumo de
“steak tartare”, um produto a base de carne bovina crua (BRAEYE, et al., 2014). Na
Franca, o primeiro surto envolvendo a bactéria, ocorreu em 2002, e o patotipo
identificado foi a STEC 0148. O surto foi atribuido ao consumo de carne de carneiro
levemente tostada (lightly roasted). Em junho de 2012 ocorreu o primeiro surto de
infeccdo por STEC O157 no pais, associado ao consumo de carne bovina moida na
Franca, e 4 casos de SHU foram relatados em criangas (BARRET et al., 2013).

Em 2014, também no Canada, em um surto associado ao consumo de carne
suina, 119 casos foram diagnosticados com a doenca e 23 pacientes foram
internados, sendo que desses, 6 desenvolveram sindrome hemolitico-urémica. Em
todos os pontos-chave da cadeia foram identificados ambientes de produgdo de
suinos e suinos contaminados por E. coli O157: H7, além do manuseio incorreto dos
produtos carneos, instalagdes de abate, processamento, varejo e restaurants
(HONISH et al., 2017).

3. Escherichia coli

Em 1885, E. coli foi descrita pela primeira vez pelo pediatra alemao Theodore
Escherich, isolada de fezes de individuos saudaveis (MACZULAK, 2011),
encontrando-as no colon, por isso o nome “E. coli”. Em 1919, apds uma reviséo de
literatura, recebeu o nome de Escherichia coli, o qual é utilizado até os dias de hoje

(LEDERBERG, 2004). Esta bactéria € pertencente a familia das Enterobacteriacea e
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componente da microbiota intestinal de animais de sangue quente (ACHA,;
SZYFRES, 2001).

A bactéria faz parte do grupo dos bastonetes Gram-negativos, ndo produz
esporos, € oxidase negativa, podendo ser mével por flagelos peritriquios ou imével,
anaerobia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com producdo de
acidos e gases (ACHA; SZYFRES, 2001).

Para cultivo da bactéria, dentre outros meios, pode-se utilizar o Agar
MacConkey, em que as colbnias apresentam-se com coloracdo roseo-
avermelhadas, devido a fermentacdo da lactose (KONEMAN, et al., 2001) e para
testes bioquimicos, o “IMVIC” (Indol [+], VM [+], VP [-] e Citrato [-]), € um método
rapido e presuntivo de identificar E. coli, pois a combinagdo dos quatro testes auxilia
na diferenciagdo de outros membros da familia Enterobacteriaceae fermentadores
de lactose (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

3.1 E. coli diarreiogénicas

Dois grandes grupos de E. coli podem ser distinguidos, dependendo da
associacao estabelecida para com o homem. O primeiro, chamado E. coli comensal,
tem por habitat o intestino humano, desde o nascimento até a morte. O segundo, o
da E. coli patogénica, pode causar diferentes tipos de infecgdo e € constituido por
varios patétipos. Os grupos diferem evolutivamente, sendo a diferenga principal a
presenca de genes que codificam os fatores de viruléncia presentes nos diferentes
patétipos (FOCACCIA, 2005).

De acordo com o esquema estabelecido por Kauffmann em 1947, esta bactéria
pode ser classificada sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com base na sua
composi¢ao antigénica: antigenos somaticos ou “O” para os sorogrupos, e antigenos
H ou flagelares para os sorotipos, além de poder expressar antigenos capsulares ou
K, importantes na patogénese (CAMPOS et al., 2004).

As cepas de E.coli sdo classificadas fundamentalmente em trés grandes
grupos: as linhagens relacionadas as manifestagdes clinicas entéricas ou
diarreiogénicas, denominadas E.coli diarreiogénicas (DEC), linhagens associadas as
infecgcbes extraintestinais (EXPEC) e as comensais. Entre o grupo de bactérias que

podem causar a doenga, o grupo conhecido como E. coli diarreiogénica (DEC) pode
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ser dividido em seis subgrupos ou patétipos. Patétipos sédo caracterizados por um
grupo de cepas de uma mesma especie responsavel por causar um determinado
tipo de doenca utilizando mecanismos de viruléncia comum como ,por exemplo, E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente
aderente (DAEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC) (Nataro & Kaper, 1998). Uma nova
categoria, E. coli enteroagregativa e entero-hemorragica (EAHEC), foi recentemente
proposta. Outros autores chamam esses organismos de "E. coli enteroagregativa e
produtora de verotoxina" (lowa State University Center for Food Security and Public
Health, 2016).

A denominagdo destes subgrupos estd diretamente relacionada aos
mecanismos patogénicos e a presenga de determinados genes de viruléncia (SMITH
et al., 2005). Dentre os diversos fatores de viruléncia, um complexo mecanismo de
patogenicidade esta envolvido. Toxinas e adesinas s&o alguns dos exemplos, sendo
codificados por genes localizados em elementos genéticos moveis, como
plasmideos, transposons, bacteriéfagos e ilhas genémicas. Assim, esses genes ao
serem transmitidos entre as cepas, resultam em novas combinagdes de genes de
viruléncia ou transformam as cepas n&o patogénicas em patogénicas (KAPER et al.,
2004).

Alguns patotipos como EPEC, EHEC e ETEC, podem causar doengcas em
animais usando muitos dos mesmos fatores de viruléncia que estdo presentes em
cepas humanas e também fatores unicos de colonizagdo que nédo sdo encontrados
em cepas humanas (KAPER et al., 2004).

As cepas de EPEC, por exemplo, sdo causadores de diarreia principalmente
em criangas e recém-nascidos (ROBINS-BROWNE, 1987; PADHYE & DOYLE,
1992; HITCHINS et al., 1995; BETTELHEIM, 2005), sendo essa diarreia clinicamente
mais grave do que aquelas provocadas por outros patdégenos, acompanhada
geralmente de dores abdominais, vomitos e febre (SENERWA et al., 1989; FRANCO
& LANDGRAF, 1996). Esse patotipo € a maior causa de diarreia infantil em paises
em desenvolvimento, como Brasil, Chile e Peru (OCHOA et al., 2008) e uma das
causas mais comuns de diarreia infantil em todo o mundo (LANATA et al., 2013).

EPEC s&o definidas como E. coli diarreiogénicas que produzem uma les&o
histopatoldgica caracteristica conhecida como Attaching and Effacing (A/E) nas

11



células intestinais, mas que n&o sdo produtoras da toxina Shiga, distinguindo-as
portanto, das STEC. A lesdo A/E é caracterizada por aderéncia intima entre
bactérias e células epiteliais e destruicado das microvilosidades intestinais (KAPER et
al.,, 1998), levando consequentemente, a redugcdo da capacidade absortiva da
mucosa intestinal, com ruptura do equilibrio eletrolitico e diarreia. Essa capacidade
de causar lesdes se deve a presenga da intimina (codificada pelo gene eae) e outras
proteinas.

Algumas cepas de E. coli que produzem toxinas Shiga (codificada pelos genes
stx1 e stx2) também podem produzir lesbes A/E, portanto, cepas de EPEC séao
aquelas positivas para o gene eae mas negativas para o gene stx (ALONSO et al.,
2016). Esses genes de formacao da lesédo A/E, séo codificados em uma ilha de
patogenicidade denominada de regidao LEE (locus of enterocycle effacement)
(MCDANIEL et al., 1995).

EPEC sao ainda dividas em dois grupos: E. coli enteropatogenicas tipicas
(tEPEC), que contem o plasmideo EAF (pEAF) e diretamente relacionado a
aderéncia deste grupo bacteriano, e E. coli enteropatogenicas atipicas (aEPEC), que
nao possuem o plasmideo EAF. Esse plasmideo contém o operon bfp, que codifica
o pilus formador de feixe (BFP), para mediar a aderéncia inicial as células epiteliais
intestinais. Além disso, plasmideo contem o locus Per (regulador codificado por
plasmideo), cujos produtos regulam, além do operon bfp, outros genes da regiao
LEE (KAPER et al., 2004; HERNANDES et al., 2009).

Este patotipo tem sido isolado de uma variedade de alimentos com registros
de surtos alimentares em diversos paises (PARK et al., 2014). A tEPEC ja foi
fortemente associada a diarreia infantil, porém, a epidemiologia da infec¢cao por
EPEC vem sofrendo alteragdes com a inclusdo da aEPEC como causadora de
diarreia infantil em paises subdesenvolvidos (DONNENBERG AND FINLAY, 2013).
As cepas tipicas de EPEC sao patogénicas para humanos e n&o sdo encontradas
em animais, enquanto as cepas atipicas sdo patogénicas para ambos (TOZZOLI
AND SCHEUTZ, 2014). Portanto, atualmente existe um complexo quadro da
dimensé&o global do patdogeno e ha necessidade de novos estudos para identificar o
real potencial do patotipo.

E. coli produtoras de enterotoxinas s&o conhecidas como ETEC e possuem um

numero limitado de sorotipos, associados regularmente aos casos de diarreia. O
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quadro clinico caracteriza-se por diarreia aquosa, acompanhada de febre baixa,
dores abdominais e nauseas e a forma mais grave assemelha-se aos sinais de
célera, podendo levar a desidratagao (PADHYE & DOYLE, 1992; SHUTERLAND et
al., 1995; FRANCO & LANDGRAF, 1996). Esse patotipo apesar de ser uma das
principais causas de darreia do viajante, leva a dados significativos relacionados a
morbidade e mortalidade em criangas de paises em desenvolvimento, devido aos
quadros de diarreia (CROXEN et al., 2013). ETEC coloniza a superficie da mucosa
do intestino delgado e produz enterotoxinas, que dao origem a secregao intestinal. O
patotipo possui dois tipos de enterotoxinas, sendo um grupo de enterotoxinas
termolabeis ao calor (LTs) e as enterotoxinas termoestaveis (STs), sendo que as
cepas podem expressar LT, ST, ou ambas ao mesmo tempo (KAPER et al., 2004;
CROXEN et al., 2013). Além do impacto da ETEC em seres humanos, a produgao
suina também é afetada, ja que a diarreia induzida pela ETEC em leitdes neonatos e
pés-desmame causa elevados indices de morbidade e mortalidade (CROXEN et al.,
2013).

O grupo das E. coli enteroinvasivas - EIEC causam manifesta¢des clinicas
semelhantes as infecgbes por Shigella, ao penetrarem em células epiteliais do célon.
A maioria das cepas do grupo possuem caracteristicas bioquimicas que fazem com
que as bactérias se assemelhem mais a Shigella do que as demais cepas de E. coli.
Os sintomas da infeccdo s&o semelhantes aos dos demais patotipos,
acrescentando-se a eliminagdo de sangue e muco nas fezes (PADHYE & DOYLE,
1992; SHUTERLAND et al.,, 1995; FRANCO & LANDGRAF, 1996; VARNAM &
EVANS, 1996; MENG et al., 2001). EIEC esta subestimada nos levantamentos
epidemioldgicos por suas manifestagdes clinicas menos graves e pelo fato de
também poder ser classificadas erroneamente como Shigella, por sua similaridade
bioquimica, genética e patogénica, dificultando, portanto, os métodos de
diferenciacao e identificagdo por cultura convencional, ou ensaios bioquimicos, que
sdo complexos e demorados (UD-DIN, et al., 2014). Por esses motivos, raros surtos
sdo relatados associados a doenca (CROXEN et al., 2013).

E. coli enteroagregativa - EAEC, desde sua identificagao inicial foi reconhecida
em doencgas endémicas e epidémicas em todo o mundo (BHAN et al., 1989). EAEC
sdo cepas com padrao de aderéncia agregativa e reconhecidas por causar diarreia

persistente em criancas e adultos, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

13



Os mecanismos especificos da patogenicidade da EAEC n&o foram totalmente
determinados (HEBBELSTRUP et al., 2014), contudo, atualmente sdo definidas
como E. coli que secretam LT (toxina termolabil) ou ST (toxina termoestavel) e que
aderem as células HEp-2, em um padrao autoagregativo, no qual as bactérias
aderem umas as outras, em uma configuragdo chamada de “stacked-brick”. Varias
toxinas estéo relacionadas a esse patotipo, sendo duas delas, ShET1 (enterotoxina
da Shiguella 1) e EAST1, codificadas pelo mesmo locus cromossémico em
filamentos opostos (CROXEN et al., 2013).

O quinto grupo, conhecido atualmente como STEC ou E.coli produtoras de
Shiga Toxina, ja foi reconhecido como E. coli enterohemorragica. Duas linhas de
estudo existiram para que esses termos existissem. A primeira teve inicio em 1977,
com Konowalchuk, Speirs e Starvic, e foi relacionada a capacidade de cepas de
alguns sorogrupos produzirem toxinas que causavam efeito citopatico irreversivel
em células Vero (KONOWALCHUK; SPEIRS; STARVIC, 1977). Alguns anos depois,
outro estudo descreveu a capacidade de cepas de EPEC em produzir uma citotoxina
letal para células HeLa (O'BRIEN et al., 1982). Essa citotoxina posteriormente foi
chamada toxina Shiga-like, pois, da mesma forma que a toxina de Shiga, inibia a
sintese protéica em células Hela, era enterotdxica para intestino de coelho e letal
para camundongos. Pelo ao alto grau de homologia da toxina de E. coli com a toxina
de Shigella dysenteriae tipo 1, Calderwood et. al. (1996), propuseram a
nomenclatura toxina Shiga/E. coli produtora de toxina Shiga (Stx/STEC).

A segunda linha de estudo, em 1983, foi baseada em um relato de um raro
sorotipo de E. coli, O157:H7, que seria responsavel por um surto de diarreia
sanguinolenta, relacionado ao consumo de hamburgueres contaminados e mal-
cozidos, sendo o quadro clinico descrito como “colite hemorragica” (CH) (RILEY et
al., 1983). Nos anos seguintes, esse sorotipo foi associado a quadros de diarreias
leves a severas e sanguinolentas, levando inclusive a sindrome hemolitico-urémica
(KARMALI et al., 1983). Devido a associagcado inicial de O157:H7 com colite
hemorragica, as cepas pertencentes a este sorotipo foram denominadas Escherichia
coli enterohemorragicas (EHEC) e, por muitos anos, EHEC permaneceu tendo o
mesmo significado de E. coli O157:H7, agente etiolégico de colite hemorragica.

Entre os principais patotipos, o grupo produtor de Shiga-Toxina (STEC) tem

emergido como um importante agente zoondético, principalmente ligado aos
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alimentos de origem animal (GYLES, 2007) e esta naturalmente presente nos
animais de produgdo, levando a uma ocorréncia de infec¢do humana pelo consumo
de carne crua ou mal passada contaminada por esse agente (ELDER et al., 2000).
Apesar de haver mais de 400 sorotipos STEC identificados, apenas um subconjunto
destes foi correlacionado com doenga em humanos (BLANCO et al., 2004).

Estas bactérias sdo responsaveis por uma doenga severa em humanos, que
inclui desde uma diarreia aquosa ou sanguinolenta até uma colite hemorragica e
sindrome hemolitico-urémica. Geralmente, EHEC é LEE positivo e forma lesdes A/E
assim como a EPEC. No entanto, o termo EHEC também tem sido usado na
literatura para descrever cepas de STEC negativas para LEE, como sorotipos O91:
H21, O104: H4 e O113: H21, que causaram CH e SHU (CROXEN et al., 2013). A
descoberta e caracterizacdao do LEE levou a constatacdo de que o termo EHEC
representa um subconjunto de STEC, uma vez que nem todas as cepas de STEC
contém LEE. Embora a maioria das cepas de STEC associadas a doenga humana
possuam LEE e o plasmideo, algumas cepas que nao apresentam esses fatores,
particularmente O104: H4, foram implicadas em doeng¢as humanas, levando ao uso
do termo mais geral STEC em vez de EHEC (KAPER AND O’BRIEN, 2014).

Desde o surto de colite hemorragica em 1982, associada ao consumo de
hamburgueres contaminados, E. coli O157 tornou-se o sorotipo enterohemorragico
mais importante do ponto de vista da saude publica e tem sido associado a
morbidade e mortalidade humana em paises industrializados (RANGEL et al., 2005).

A maioria dos casos de doencas diarreicas no mundo causado por STEC esta
associada ao sorotipo O157:H7, mas sorogrupos como 026, 0103, O113 e 0145
também tém sido reportados em associacdo com infecgées do trato gastrointestinal
em humanos (CAPRIOLI et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010). Segundo o Centro
de Controle doengas e Prevengdes (CDC), esses sorogrupos em adicdo ao 0121
sao responsaveis por cerca de 71% das doengas. O sorogrupo STEC mais comum é
O157:H7 e foi o assunto de muitos estudos, especialmente para mecanismos
moleculares de patogénese. Enquanto STEC 0O157:H7 foi classificado como
adulterante em carne bovina desde 1994, o Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA) declarou em 2011, mais 6 sorogrupos STEC que s&o considerados
adulterantes na carne bovina, sendo eles: 026, 045, 0103, O111, 0121 e 0145

(também conhecidos como “Big 6”), pois sdo as cepas nao STEC O157 mais
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comumente associadas a doenga grave em humanos. Deve-se notar, no entanto,
que a prevaléncia de STEC ndo O157 difere geograficamente (JOHNSON et al.,
2006). De acordo com Kaper e colaboradores, as cepas STEC do sorotipo O157:H7
sdo os patégenos STEC mais importantes na América do Norte, Reino Unido e
Japao, mas varios outros sorotipos, particularmente aqueles dos sorogrupos 026 e
0111, também podem causar doengas e sao mais proeminentes do que O157:H7
em muitos paises (KAPER et al., 2004).

Nos Estados Unidos, pais no qual E. coli € uma das principais causas de surtos
de doengas transmitidas por alimentos (GOULD et al., 2013), o prejuizo econémico
direto causado por infecgdes por toxina Shiga possivelmente excedam um bilhdo de
doélares por ano (FRENZEN et al. 2005; HOFFMANN et al. 2015). Entre 2000 e
2008, estima-se que o numero de casos de STEC foi de aproximadamente
175.000/ano. Dados de 2003 a 2012 do pais indicam que surtos de doencas
causadas por E. coli O157:H7 tinham como principais rotas de transmissdo, os
alimentos (65%) e o contato pessoa a pessoa (10%). Estas estimativas sugerem que
aproximadamente 64% das infec¢gdes por STEC sdo causadas por estirpes néo
O157:H7 e que a maioria (68-82%) dos casos € de origem alimentar (SCALLAN et
al. 2011). De acordo com o CDC, a incidéncia média de casos STEC O157 nos
EUA, poderia estar entre 18.000 e 150.00 em um ano tipico, enquanto a estimativa
média para as mortes seria de 20/ano, podendo variar de 0 a 110 (CDC, 2011).

O principal fator de viruléncia conhecida como Shiga toxina (Stx) & codificado
por genes bacteriofagicos, responsaveis pela maioria das manifestagdes clinicas de
infecgcdes por STEC. Também sdo denominadas de toxinas “Shiga-like” (SLTs), pela
semelhanca a toxina produzida pelo bacilo de Shiga (Shigella dysenterieae tipo 1),
causador da disenteria bacilar. Sdo proteinas de alto peso molecular e sua produgao
é determinada por dois fagos lisogénicos distintos (DOYLE & BEUCHAT, 2007).
Existem pelo menos dois tipos de toxina de Shiga, Stx1 e Stx2, que diferem em
varias caracteristicas, fazendo, inclusive, com que a Stx2 seja mais toxica do que
Stx1 e esteja mais frequentemente associada a SHU (FOCACCIA, 2005), embora
compartilhem aproximadamente 55% de homologia de aminoacidos (KAPER et al.,
2004). Essas toxinas s&o assim denominadas por serem similares a toxina
produzida por Shigella dysenteriae 1 e s&o conhecidas pelo nome de Verotoxinas,

por possuirem efeito citotdéxico em células Vero (RODRIGUES et al., 2008).
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A partir do momento que é liberada, Stx atinge a corrente sanguinea e é
transportada até os rins, ocasionando danos as células do endotélio renal,
obstruindo a microvascularidade por agao direta de sua toxicidade, juntamente com
a inducdo de citocinas locais e producdo de quimiocina, resultando em uma
inflamacéo renal. Esse dano pode levar a SHU, que é caracterizada por anemia
hemolitica e trombocitopenia, acompanhadas de insuficiéncia renal aguda,
potencialmente fatal (FOCACCIA, 2005). No rim, essas toxinas podem resultar em
um dano renal crénico, levando a dialise e eventual necessidade de transplante em
casos de SHU. Doencgas neurologicas também podem ocorrer apos a infecgdo ou
como parte de sequelas causadas pela purpura trombodtica trombocitopénica,
podendo ser fatal, pelo desenvolvimento de coagulos nos pacientes (KAPER et al.,
2004).

Além de stx, a maioria das cepas EHEC também contém a ilha de
patogenicidade LEE que codifica um sistema de secregéo tipo Ill e proteinas
efetoras que sdo homodlogas aquelas produzidas por EPEC. Embora mais de 200
sorotipos de E. coli possam produzir Stx, a maioria desses sorotipos ndo contém a
ilha de patogenicidade LEE e n&o esta associada a doengas em humanos. Isso
levou ao uso de “E. coli produtora de toxina Shiga” (STEC) ou “E. coli produtora de
verotoxina” (VTEC) como termos gerais para qualquer cepa de E. coli que produz
Stx, e o termo EHEC é usado para denotar apenas o subconjunto de cepas de Stx
positivo que também contém o LEE (KAPER et al., 2004).

O principal reservatorio deste agente sdo os bovinos e consequentemente os
alimentos derivados podem carrear o patdogeno. No entanto, os suinos podem
apresentar este patotipo bacteriano assim como seus produtos alimenticios como a
carne de porco, sendo entdo, um importante veiculo transmissor de STEC, relatado
em alguns trabalhos (CDC, 1995a, b; PATON et al. 1996; WILLIAMS et al.; 2000,
MACDONALD et al.; 2004, CONEDERA et al, 2007; TROTZ-WILLIAMS et al., 2012;
CHA et al, 2018).

Brooks et al. (2001) encontraram uma porcentagem de 4.0% de presenca de E.
coli STEC em amostras de carne suina, em Dunedin na Nova Zelandia, enquanto JO
et al. (2004), e Li et al. (2011) obtiveram um indice de 2.5% na Coreia e 2.0% de E.
coli STEC ndo O157 na China, respectivamente. Apesar da publicagdo de alguns

resultados como os apresentados, os dados sobre este patdégeno ainda sao
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escassos. Os alimentos de origem animal podem ser contaminados a partir do
processamento, uma situagdo que pode ser agravada se o alimento ndo for
adequadamente manuseado durante o abate e etapas conseguintes, dando lugar a
patégenos para se multiplicarem. As condigdes sob as quais esses alimentos sao
manipulados levantam questdes sobre sua qualidade microbiologica. Estudos
realizados com diferentes paises para investigar a qualidade microbiolégica do
alimento analogo relatam a presencga de potenciais patégenos humanos (Akoachere
et al., 2009; Davies et al., 2004).

Existem implicagcbes importantes da STEC na microbiologia veterinaria
(animais como reservatorios), microbiologia ambiental (terra e agua), microbiologia
dos alimentos (contaminagdo, manipulagédo, e preparagao), e microbiologia clinica
(saude publica, vigilancia, e doenga humana). A riqueza e diversidade da literatura
desse patotipo exemplificam seu impacto em muitos campos de estudo (CROXEN et
al., 2013).

O mais recente patotipo de E. coli descrito até o momento, EAHEC, possui
muitas caracteristicas semelhantes a EHEC, como, capacidade de causar colite
hemorragica, produzir shiga toxina, e colonizar e aderir ao intestino humano. Esse
ultimo fator de viruléncia, apesar de ser comum entre os patotipos, ocorre de forma
diferente entre eles. A EAHEC transporta diferentes fatores de viruléncia e adere as
células intestinais humanas através de fimbrias de aderéncia agregativa (lowa State
University Center for Food Security and Public Health, 2016).

Esse patotipo foi descoberto através de um grande surto ocorrido na
Alemanha, em 2011, que atingiu 3.368 pessoas e causou 50 mortes (ECDC, 2011).
A cepa infectante apresentou uma combinacdo incomum de caracteristicas de
viruléncia compreendendo o repertdério de colonizagcdo de EAggEC acoplado com a
producao de uma toxina tipicamente produzida por E. coli produtora de Vitx (VTEC)
(BRZUSZKIEWICZ et al., 2011).
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3.2  Grupos filogenéticos de E. coli

Filogenia pode ser conceituada pelo estudo da relagdo evolutiva dentre os
varios grupos de organismos (PASTORE, 2014). No ramo da microbiologia, as
analises filogenéticas servem como importante ferramenta para se conhecer a
ancestralidade de um patdégeno e sua relagdo com a patogenicidade e epidemiologia
das diversas doencgas. Dessa forma, permitem diferenciar diversos isolados
microbianos conforme a similaridade genética entre eles, ou seja, é possivel
identificar se um determinado conjunto de cepas isoladas pertencem a uma mesma
familia clonal e, por consequéncia, se um grupo filogenético especifico é mais
frequente em determinados quadros infecciosos e/ou em determinadas regides
(CLERMONT et al., 2013).

Para auxiliar na identificagdo da origem evolutiva de E. coli extra intestinais,
uma nova ferramenta tem sido utilizada. Esta ferramenta baseia-se na analise da
distribuicdo dos marcadores de patogenicidade para classificagdo dos isolados em
grupos filogenéticos. A caracterizagdo em grupos filogenéticos € realizada atraves
da detecgao de trés genes (CLERMONT et al., 2000). Este método € bastante util na
classificagdo de cepas desconhecidas de E. coli, identificando-as como patogénicas
Oou comensais.

Inicialmente, quatro grupos filogenéticos principais de E. coli foram definidos: A,
B1, B2 e D (HERZER et al., 1990). O protocolo proposto por Clermont et al. (2000),
baseia-se na pesquisa dos genes chuA, yjaA e no fragmento de DNA autdbnomo
TSPE4.C2. Clermont constatou que o gene chuA estava presente em todas as
estirpes pertencentes ao grupo B2 e D, mas ausente em todas as estirpes dos
grupos A e B1, possibilitando a separagédo dos grupos B2 e D dos grupos A e B1.
Assim como o gene yjaA permitiu a discriminag&o entre os grupos B2 e D. Ao final, o
marcador TspE4.C2 estava presente em todos, menos em B1 e A. Os resultados
das 3 amplificacbes por PCR permitram o estabelecimento de uma arvore
dicotébmica para determinagdo do grupo filogenético, sendo o método considerado
satisfatorio e adotado em muitos trabalhos (GORDON et al., 2008).

As cepas destes quatro grupos filogenéticos diferem entre si em diversos
aspectos como as caracteristicas fenotipicas, incluindo a capacidade de metabolizar
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diferentes agucares, os perfis de resisténcia a antibioticos e as taxas de crescimento
quando relacionados as temperaturas distintas (GORDON, 2004).

As cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo B2, porém algumas
podem ser classificadas no grupo D. Por outro lado, os isolados considerados
comensais pertencem aos grupos A e B1 (CLERMONT, BONACORSI et al. 2000).

Outros grupos filogenéticos surgiram, pois os extensos conjuntos de dados de
sequéncias de multi-locus disponiveis e, em menor extensio, o crescente corpo de
dados do genoma, também melhoraram a compreensdo da extensdo da
subestrutura em E. coli. A existéncia do filo-grupo E, anteriormente um pequeno
conjunto de cepas nao-designadas das quais O157: H7 é o membro mais conhecido,
€ agora bem reconhecido (TENAILLON et al., 2010). Um filo-grupo F também é
agora documentado e consiste em cepas que formam um grupo irmao para o grupo
filo B2 (JAUREGUY et al., 2008; CLERMONT et al., 2011a). Mais recentemente, um
filo-grupo C foi proposto para um grupo de cepas intimamente relacionadas, mas
distintas do grupo filo B1 (CLERMONT et al., 2011a).

3.3 Resisténcia a antibioticos

Os agentes antibioticos sdo amplamente utilizados como medidas preventivas
contra infecgcdes bacterianas em animais de producdo, beneficiando a cadeia
produtiva pela reducdo nos indices de mortalidade e morbidade, na terapia de
infeccbes bacterianas (BERGE et al., 2009). Entretanto, isso resultou em um
problema geral de saude publica pela resisténcia aos antibidticos por bactérias
patogénicas (GLASS-KAASTRA et al, 2014. MACKENZIE et al, 2014). Essa
resisténcia aos antibiéticos € um tema que é revisto continuamente e a cada ano
surgem novos estudos que podem redefinir nossa perspectiva com relagdo ao
problema (BERGLUND, 2015; SEIFFERT et al, 2013).

A resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de alimentos,
particularmente aqueles de origem animal, aumentou mundialmente nos ultimos
anos (FRYE et al., 2013; KOLUMAN et al., 2013). Os principais fatores que explicam
esse aumento sdo o uso indevido dos antibiéticos em humanos e animais e a
utilizacdo dos mesmos como promotores de crescimento em animais de produgcao
(ADENIPEKUN et al, 2015). Consequentemente, os animais de produgao tém sido
constantemente relatados como reservatorios de bactérias resistentes e
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considerados como fonte de infecgdes alimentares em humanos (ZORN et al., 2012;
HAMMERUM et al., 2009).

Alguns paises possuem politicas para o controle do uso dos antibiéticos na
producdo. Na Europa existem também diversos sistemas de vigilancia
antimicrobiana, porém, ha um grande desafio devido a falta de concordéncia entre
0s programas sobre o que se entende por resisténcia através do uso de diferentes
critérios interpretaivos (SILLEY et al., 2011). Outros paises, adotam politicas de uso
semi restrito aos antibidticos como, por exemplo, Mexico, Russia, Coreia do Sul e
Japao. Neste ultimo, o uso é regulamentado pela Lei de Assuntos Farmacéuticos
(Lei n® 145 de 1960) do Ministério da Agricultura, Florestas e Pescas Japonés
(JMAFF) e também pela Comissdo de Seguranga Alimentar (FSC), criada em 2003
para realizar avaliacbes de risco de resisténcia antimicrobiana em alimentos com
base na Lei Basica de Seguranga Alimentar (Lei No. 48 de 2003) (ASAIl et al., 2014).
Outros paises ainda, como Brasil, Canada e Australia, ndo tém restricbes atuais
sobre os antibidticos promotores de crescimento e possuem apenas requisitos
limitados para obter prescrigdes veterinarias (MARON et al., 2013).

Particularmente no Brasil, o uso dos antibidéticos como promotores de
crescimento é excessivo se comparado a outros paises de expressdo no setor. E
evidente que houve grande melhora na produtividade com a utilizagdo dos mesmos,
porém o engajamento de todos envolvidos no setor produtivo associado ao uso
racional dos medicamentos, qualidade do diagnéstico de doengas de rebanho e
utilizacdo de outros aditivos, sdo possibilidades que minimizariam os riscos de
resisténcia.

Bactérias presentes em animais tratados com antibiéticos podem desenvolver
resisténcia ao medicamento, e consequentemente, carrear genes de resisténcia,
potencialmente transmitidos de animais para humanos (LANDERS et al., 2012). As
bactérias resistentes a antibidticos podem ser adquiridas pelos seres humanos
através da cadeia alimentar ou através do contato com animais infectados, suas
fezes ou ambientes contaminados (CHENEY et al., 2015). Durante o processo de
abate, a prevaléncia de isolados resistentes pode ser ampliada através da
contaminagdo cruzada de produtos carneos (XU, et al., 2014), por falhas no
processo, como na evisceragcao ou por contaminacao cruzada através de utensilios.

Os genes de resisténcia antimicrobiana tém sido considerados um dos fatores de
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viruléncia (DAVIES E DAVIES, 2010) e podem também ser transferidos entre
espécies bacterianas, através de plasmideos, transposons e integrons (EFSA and
ECDC, 2011). Estudos indicam que a transferéncia de plasmideos portadores de
integrons de classe 1 com cassetes génicos inseridos pode ser o principal
mecanismo para a rapida disseminacdo da resisténcia a multiplas drogas em
bactérias, especialmente entre as Enterobacteriaceae (LIU et al., 2015).

E. coli tem a capacidade de trocar material genético com outras espécies
bacterianas e é possivel que este organismo passe genes de resisténcia a
antibidticos a patdégenos bacterianos transitérios que causam doengas em humanos
(ALEXANDER et al., 2010). Esta bactéria é considerada um microorganismo
indicador efetivo para monitorar a prevaléncia de resisténcia em diferentes
populagdes e avaliagcao da transferéncia da resisténcia entre distintos ecossistemas
(ALONSO et al.,, 2016). Esse patdgeno pode muitas vezes adquirir plasmideos
conjugativos que transportam os genes de resisténcia, facilitando a disseminagao da
resisténcia a outras bactérias entéricas.

As informacdes sobre a verotoxicidade e resisténcia a multiplos farmacos sao
especialmente escassas para os isolados de E. coli (SCHODER et al., 2014;
BEUTLICH et al., 2014), fazendo-se necessaria a continuidade da pesquisa sobre a
tendéncia a resisténcia aos antibidticos e novos métodos de combate a esses
patéogenos (WANG et al., 2016). A monitorizagao da resisténcia antimicrobiana como
indicador de E. coli de suinos em varios paises da UE demonstrou uma variagao
consideravel nas frequéncias de resisténcia entre paises (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2014).

A resisténcia aos antibidticos continua sendo um grande problema na saude
humana e animal e é cada vez mais reconhecida em patdégenos isolados de
alimentos (AKOACHERE et al., 2009; ARLET, et al., 2007; SHEKH et al., 2013).
Dados dos Estados Unidos estimam que o uso de antibidticos em alimentos
represente 80% do consumo anual de antibidticos do pais (FDA, 2010). A
contaminacao de alimentos por bactérias resistentes a antibidticos pode, portanto,
ser uma grande ameacga a saude publica, pois os determinantes de resisténcia a
antibidticos podem ser transferidos para outras bactérias de significado clinico
humano (VAN, et al.,, 2007; ADESIJI, et al.,, 2011). Além disso, a transferéncia

dessas bactérias resistentes para humanos tem implicagdes significativas na saude
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publica aumentando o numero de doencgas bacterianas e o potencial para falha nos
tratamentos (ADESHJI, et al., 2011). Ao mesmo tempo em que o mundo tem
observado o surgimento acelerado de resisténcia a cada nova classe de antibioticos,
a descoberta, o desenvolvimento e o investimento limitado de novas drogas
antimicrobianas diminuiram, a medida em que o desenvolvimento da resisténcia aos
antibioticos esta agora excedendo a disponibilidade de novos agentes antibioticos,
tornando a resisténcia uma ameaca global a saude (TALBOT, et al., 2006; NORRBY
et al., 2005; FAO/OIE/WHO, 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar e identificar os diferentes patotipos de E. coli diarréiogénica em fezes
de suinos coletados em abatedouro-frigorifico da regido da Zona da Mata — MG e
avaliar o grau de resisténcia a antibioticos destes isolados.

Objetivos especificos

1. Identificar os diferentes patotipos de E.coli isoladas de fezes de suinos;
2. Determinar o grupo filogenético (A, B1, B2, D) dos patotipos identificados;

3. Classificar fenotipicamente a resisténcia a antibiéticos dos patotipos
isolados.
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CAPITULO 2. Presenca e perfil de resisténcia a antibiéticos de
Escherichia coli diarreiogénicas obtidas de fezes de suinos

Natalia Lourenco Romanholi
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RESUMO

Produtos a base de carne suina sado consumidos mundialmente e podem
carrear diferentes perigos bioldgicos, como cepas patogénicas de Escherichia coli,
responsavel por uma variedade de sintomas em humanos, podendo levar a diarreia
sanguinolenta e insuficiéncia renal. O objetivo desse trabalho foi identificar os
diferentes patotipos de E. coli diarreiogénica em fezes de suinos de animais de
terminacdo em abatedouro-frigorifico localizado na regido da Zona da Mata Mineira,
determinando os filogrupos patogénicos dos mesmos e avaliando o grau de
resisténcia a antibidticos dos isolados pela classificacdo fenotipica. E. coli
diarreiogénica foram identificadas em 12 (10%) suinos, e 17 isolados foram
confirmados com PCR multiplex, sendo 70,6% EPEC (n = 12/17) e 29,4% (n = 5/17)
STEC. Os isolados de EPEC e STEC foram caracterizados para identificacao de
filogrupos (B1, B2, A e D) por PCR multiplex, sendo encontrados os grupos A
(23,5%), B1 (23,5%) e B2 (52,9%). Foram comparados dois grupos de isolados,
sendo o grupo 1 incluindo cepas de E. coli diarreiogénicas e o grupo 2 de E. coli
comensais. Entre os grupos constatou-se que nédo houve diferenga significativa nos
perfis de resisténcia aos antibiodticos. Apesar da baixa ocorréncia de E. coli
diarreiogénica encontrada no presente estudo, destaca-se o potencial patogénico do
microorganismo associado a elevada produg¢ao de suinos no pais, assim como 0s

altos indices de resisténcia a antibidticos encontrados nos isolados.

Palavras-chave: E. coli, resisténcia antimicrobiana, carne suina, PCR multiplex.
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ABSTRACT

Pork products are widely consumed worldwide, but it can carry different
biological hazards, like pathogenic strains of Escherichia coli, responsible for a
variety of symptoms in humans, such as by bloody diarrhea and renal failure. This
study aimed the identification of diarrheagenic E. coli in feces of farm pigs of finishing
and slaughterhouse animals located in the region of Zona da Mata, Minas Gerais,
determining the pathogenic phylogenies of the same and evaluating the degree of
resistance to antimicrobials of the isolates by phenotypic classification. Diarrheogenic
E. coli were identified in 12 (10%) pigs, and 17 isolates were confirmed with multiplex
PCR, being 70.6% EPEC (n = 12/17) and 29.4% (n = 5/17) STEC. The isolates of
EPEC and STEC were characterized to Clermont et al. (2000) phylogroup
identification (B1, B2, A and D) based on a second multiplex PCR, and the groups A
(23,5%), B1 (23,5%) and B2 (52,9%) were found. Two groups of isolates were
compared, with group 1 including pig diarrheogenic E. coli and commensal E. coli
group 2. Among the groups that are unable to achieve in our antibiotic resistance
profiles. In spite of the low occurrence of diarrheogenic E. coli found in the present
study, the pathogenic potential of the microorganism associated with the high pig
production in the country is highlighted, as well as the high antimicrobial resistance

indexes found in the isolates.

Keywords: Escherichia coli, antimicrobial resistance, pork meat, multiplex PCR
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1. INTRODUGAO

O crescimento da suinocultura no Brasil transformou o pais em um importante
polo de carne suina no mundo, ocupando o 4° lugar em exportagdo e também em
producao da proteina (ABPA, 2018). De acordo com dados do Ministério da Saude,
dentre os microorganismos envolvidos em surtos no Brasil, de 2007 a 2016, as
bactérias sao as que representam 90,5% do total, sendo que, dentre essa classe de
patégenos, Escherichia coli € a segunda maior causadora de doengas (SVS/MS,
2016).

Dois grandes grupos de E. coli podem ser distinguidos, dependendo da
associacao estabelecida para com o homem. O primeiro, chamado E. coli comensal,
tem por habitat o intestino humano, desde o nascimento até a morte. O segundo, o
da E. coli patogénica, pode causar diferentes tipos de infecgdo e é constituido por
varios patotipos. Os grupos diferem evolutivamente, sendo a diferenga principal a
presenca de genes que codificam os fatores de viruléncia presentes nos diferentes
patétipos (FOCACCIA, 2005).

Ligado a este patdogeno, o atual sistema de produgdo suinicola atrelada a
elevada demanda de animais, leva a adog¢ao de um sistema intensivo de criacdo que
apresenta alguns fatores como alta lotagao de baias, contato direto entre os animais,
alta densidade de fezes e compartilhamento de comedouros e bebedouros.
Portanto, ha facilidade de disseminacdo de patogenos, e ao mesmo tempo,
dificuldade no controle dos mesmos quando ja instalados na criagdo. Os agentes
antibidticos sdo amplamente utilizados como medidas preventivas contra infeccoes
bacterianas em animais de producio, beneficiando a cadeia produtiva pela reducao
nos indices de mortalidade e morbidade, na terapia de infec¢cbes bacterianas
(BERGE et al., 2009). Contudo, esse amplo uso atrelado ao uso indevido dos
antibidticos em humanos e animais fez com que o indice de bactérias resistentes
isoladas em alimentos de origem animal tenha aumentado mundialmente nos
ultimos anos, o que significa uma ameaga a saude publica pelo potencial de
transferéncia dos genes de resisténcia dessas bactérias para outras de significado
clinico humano - dentre outros motivos - e consequentemente aumento no numero

de doencas bacterianas e falhas nos tratamentos.
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Dentre as cepas resistentes a antibidticos, algumas sao consideradas bactérias
multidroga resistentes (MDR) e possuem essa caracterizagdo quando apresentam
nao suscetibilidade a pelo menos um agente em 3 ou mais classes de antibiéticos
(MAGIORAKOS et al.,, 2012). As cepas resistentes de E. coli estdo emergindo
globalmente como uma ameaca ao resultado favoravel de infecgdes comuns em
ambientes comunitarios e hospitalares. Essas condi¢des, particularmente, estdo
aumentando nos paises em desenvolvimento ou nos de terceiro mundo, que
frequentemente usam agentes antibiéticos em animais e humanos, onde pessoas
sem supervisdo e sem tomar a prescricdo meédica consomem antibioticos (BASHIR
et al., 2011; CAO et al., 2011).

Considerando que o principal reservatorio de E. coli € a espécie bovina, mas
que a carne suina é a mais consumida no mundo e que existem poucos dados
relacionados a frequencia de E. coli diarreiogénica em suinos no Brasil e no mundo,
o presente estudo foi identificar e carcaterzar os patotipos de E. coli em fezes suinas

e verificar o perfil de resisténcia a diversos antibioticos.

2, MATERIAIS E METODOS

21 Coleta de amostras

Durante o periodo de julho a outubro de 2017, foram coletados um total de 120
amostras de fezes oriundas de suinos de terminacdo abatidos em abatedouro-
frigorifico sob inspecao federal da regido da Zona da Mata. No total, 6 coletas em
dias diferentes foram realizada e a cada lote foram amostrados 6 animais
provenientes das cidades de Ponte Nova, Piranga, Urucania e Jequeri. As amostras
de fezes foram adquiridas por meio da técnica de suabe na regido retal, durante a
etapa de inspecdo do intestino. O material coletado foi armazenado em tubos de
ensaio contendo 7 mL do meio de transporte Cary Blair estéril, previamente
identificados, e alocados em caixas isotérmicas refrigeradas com gelo reciclavel para
analises posteriores no laboratério de produtos de origem animal - INSPOA no
Departamento de Veterinaria — DVT/UFV. Os lotes pertencentes as amostras
coletadas foram identificados no momento da coleta para a identificacdo da origem e
obtencao dos dados locais de manejo.
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2.2 Isolamento de Escherichia coli

As amostras (meio de transporte + swabs) oriundas do frigorifico foram
semeadas em Agar MacConkey, apropriado para o isolamento de E. coli e
incubados por aproximadamente 24 horas a 35°C (+2°C). Decorrido esse tempo,
foram selecionadas 5 colénias fermentadoras de lactose com morfologia tipicas para
E. coli e uma colénia ndo fermentadora de lactose de cada tipo morfolégico, sendo
cada col6nia préviamente identificado. Posteriormente, todas as colGnias suspeitas
selecionadas foram identificadas bioquimicamente como E. coli por meio do EPM
(Escola Paulista de Medicina), MILi (motilidade, indol e lisina) e Citrato de Simmons
(TOLEDO et al., 1982a; TOLEDO et al., 1982b). As amostras confirmadas como E.
coli foram armazenadas em agar nutriente e caldo BHI (Infusdo de cérebro coragéo)

com glicerol 15% e incubados a 35°C/24h.

23 Identificacao dos patétipos através da Reagdao em Cadeia da
Polimerase — PCR multiplex

As cepas identificadas bioquimicamente como E. coli foram investigadas
quanto a presenca de genes de viruléncia associados aos diferentes patotipos
através da PCR e classificados conforme tabela 1. Cabe salientar que o patdtipo
ETEC s&o patogénicos aos suinos e devido ao abate somente de animais sadios a
pesquisa deste patdtipo foi descartado.

Tabela1. Patotipos de E. coli e marcadores de viruléncia frequentemente utilizados para
identificacao

Patotipo de E. coli Marcadores de viruléncia

E. coli enteropatogénica (EPEC) Regido LEE (eae)

E. coli produtoras da toxina stx (STEC) Gene Stx (stx1/stx2)

E.coli enterohemorragica (EHEC) Regiao LEE (eae) e gene Stx
E.coli enteroinvasica (EIEC) Plasmideo Inv (ipaH)

E.coli enteroagregativa (EAEC) Plasmideo EAEC (aggR)

A partir do material armazenado em caldo BHI, foi separada uma aliquota de
200 yL em um microtubo de 0,5 mL. O produto foi centrifugado a 10.000g por 10
minutos e o sobrenadante desprezado. O pelete foi ressuspendido em agua

nuclease free, homogenizado e aquecido até a temperatura de 99°C em bloco seco
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para o rompimento da parede bacteriana e liberagdo do material genético. Em
seguida, o produto foi centifugado a 10.000g por 5 minutos e o sobrenadante
coletado e armazenado a -20°C em microtubo de 1,5 mL. O restante do caldo BHI
cultivado foi congelado em temperatura adequada (-20°C) para etapas posteriores.
Para a realizacdo da amplificagao foi utilizado o mix GoTag® Green Master
Mix (Promega) conforme recomendacdes do fabricante e primers conforme Toma et
al. (2013) visualizados na tabela 1. O programa utilizado foi desnaturagao inicial de
95°C por 7 minutos, 30 ciclos de desnaturacédo de 95° por 20 segundos, anelamento
de 52°C por 20 segundos e extensao de 72°C por 30 segundos. Apos os ciclos, foi

realizado uma extenséo final de 72°C por 7 minutos.

Tabela 2. Relagao de primers conforme Aranda et al. (2007) para identificagdo dos patotipos
de E. coli.

Conc.

Genes de Primers (5°-3") Alvo Amplicom (pb) (pmol)
viruléncia
eaef CTGAACGGCGATTACGCGAA

eae 917 10
eae2 CGAGACGATACGATCCAG
aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC aggR 254 2.5
aggRks2  ACAGAATCGTCAGCATCAGC
IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC ipaH 600 1
IpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
Vtcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG sbcl/stx2 518 6

Vtcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT

Os produtos das reagbdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampéo 0,5X de acido borico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com
Unisafe® conforme recomendagdo do fabricante. Os fragmentos de DNA foram
analisados comparativamente com marcadores de DNA de 100 bp (Promega),
sendo analisados e fotografados em analisador de imagens (L PIX — Loccu
Biotecnologia). Em todas as reacgbes realizadas foram utilizados um controle
negativo, através da substituigdo da amostra por agua livre de nucleases e um
controle positivo para cada gene incorporado na identificagdo dos patotipos. Como
controle interno, foi utilizada nas amostras, a avaliagdo do marcador genético RNA

16S com auxilio dos primers segundo Greisen et al. (1994).
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2.4 Determinacgao de grupos filogenéticos de E. coli diarreiogénicas

Os isolados considerados E. coli diarreiogénicos foram testadas para os genes
chuA, YjaA, TspE4C2 and gadA através da PCR multiplex para caracterizagdo em
grupos filogenéticos (A, B1, B2 e D) conforme Doumith et al. (2012). O DNA foi
obtido conforme o item 2.3. Para a realizacdo da amplificacdo foi utilizado o
mixGoTag® Green Master Mix (Promega®) conforme recomendagdes do fabricante
e primers visualizados na tabela 4. O programa utilizado para a realizagdo da reagéo
consistiu em: desnaturacgao inicial de 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30s,
65°C por 30s e 72°C por 30s; e extensao final de 72°C por 7 minutos. Os produtos
das reacbes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéao
0,5X de &cido bérico-Tris-EDTA (TBE) e revelados com Syber Green®(0,5 mg/ml -
Invitrogen). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente com
marcadores de DNA de 100 bp (Promega), sendo analisados e fotografados em
analisador de imagens (L PIX — Loccu Biotecnologia). Em todas as reagdes
realizadas foram utilizados um controle negativo, através da substituigdo da amostra
por agua livre de nucleases e um controle positivo para cada gene incorporado na
identificacdo dos patotipos.

Os resultados obtidos a partir da PCR foram classificados conforme arvore

decisoria de Clermont et al. (2000).

Tabela 3. Primers conforme Doumith et al. (2012) para a determinagao do grupo filogenético.

Genes Primers (5°-3") Amplicom (pb)
ChuA1 ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281

ChuA2 AAACGCGCTCGCGCCTAAT

YjaA1 TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216

YjaA2 ACCTGTGACAAACCGCCCTCA

TspE4C2.1 GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152
TspE4C2.2 TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG

gadA1 GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373

gadA2 GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC

46



2.5 Triagem da resisténcia a antibiéticos dos isolados de Escherichia
coli

Um total de 48 isolados de E. coli de origem suina (E. coli diarreiogénicas; E.
coli comensais) foram testados quanto a resisténcia a antibidticos de diferentes
classes pela técnica do breakpoint (BAE et al., 2005). As concentragdes minimas
inibitérias de diferentes antibidticos para determinacdo de resisténcia por
enterobactérias, foram adquiridas do CLSI (2017), sendo estes: Ansamicinas:
Rifampicina — RIF (8 pg/mL); Glicopeptideos: Vancomicina — VAN (16 ug/mL);
Aminoglicosideos: Gentamicina — GEN (16 pg/mL); Kanamicina — KAN (64 pg/mL);
Neomicina — NEO (6 pg/mL); Estreptomicina — EST (32 pg/mL); Beta-lactamicos:
Ampicilina — AMP (32 pg/mL); Amoxilina - AMC (32 pg/mL); Carbapenemas:
Imipenem — IPM (4 pg/mL); Fenicdis:  Cloranfenicol - CLO (32 pjg/mL);
Pleuromutilinas: Tiamulina — TIA (32 yg/mL); Quinolonas: Acido Nalidixico — NAL
(32 pg/mL) e Ciprofloxacina — CIP (4 pg/mL); Tetraciclinas: Tetraciclina — TET (16
Mg/mL);

Para a realizacédo do teste, utilizou-se agar Mueller-Hinton (BD) suplementado
com os antibidticos supracitados, em suas concentragcdes minimas inibitorias para
enterobactérias conforme CLSI (2017) e distribuido em placas de Petri com 150 mm
de diametro. Posteriormente, aliquotas de 20 uL de cada isolado foram distribuidas
em pogos de uma placa de ELISA de 96 pocos, contendo previamente 180 pyL de
BHI (BD), e incubados a 35°C por 24h. Apds incubagédo, as culturas obtidas foram
transferidas com o auxilio de um pin-replicator para as placas contendo agar
Mueller-Hinton suplementado com os diferentes antibidticos. As placas foram
incubadas a 35°C e avaliadas quanto ao crescimento de coldnias apos 24h. Os
isolados que apresentaram crescimento foram considerados resistentes ao
antibidtico na concentracao testada. Todos os testes foram conduzidos em duplicata,
e considerando os seguintes controles: uma placa de Agar Mueller-Hinton sem
antibioticos foi utilizada para verificacdo da viabilidade das culturas avaliadas, pocos
nao inoculados foram utilizados como controle de contaminagdo em cada placa e E.

coli ATCC 25922 foi utilizado como controle de resisténcia.
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2.6 Analise Estatistica

A frequéncia dos patotipos de E. coli diarreiogénica assim como dos filogrupos
foram avalidos na forma descritiva. Para avaliagdo da resisténcia antimicrobiana
entre os isolados patogénicos e nao patogénicos, utilizou-se o teste de Chi-
Quadrado para comparar a propor¢cao de resisténcia a cada antibiético testado (1 =
resistente e 0 = sensivel). A analise estatistica foi realizada com o programa R
(STUDIO, 2012), sendo a significancia estatistica definida como P<0.05.

3. RESULTADOS

31 Frequéncia

Foram obtidos 471 isolados compativeis com E. coli, apds realizacdo de
analises bioquimicas das amostras coletadas. Através da técnica de PCR multiplex
para pesquisa de genes de patogenicidade, E. coli diarreiogénicas foram
identificadas em 12 suinos (10%), sendo 12 isolados pertencentes ao patotipo EPEC
(n=12/17) e 5 ao patotipo STEC (n = 5/17).

A ocorréncia apresentada de E. coli diarreiogénica nos 120 animais
amostrados, foi de 6,6% para EPEC e 3,3% STEC. A partir dos lotes (granjas)
avaliados, 15,4% apresentaram o patotipo STEC, enquanto 38,5% apresentaram
EPEC.

Tabela 4. Frequéncia de E.coli diarreiogénicas, STEC e EPEC encontradas em abatedouro-
frigorifico de suinos da regido da Zona da Mata, Minas Gerais, Brasil

Amostras TOTAL STEC EPEC ECD

Colbnias 471 1,1% (5) 2,6% (12) 3,6% (17)

Animais 120 3,3% (4) 6,6% (8) 10% (12)
Lotes 13 15,4% (2) 38,5% (5) 53,8% (7)

3.2 Filogrupos

Os dados relacionados a caracterizagéo do filogrupo a partir dos 17 isolados de
suinos (EPEC e STEC), foram realizados através da PCR multiplex e apresentaram
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o grupo B2 (52,9%) como os mais frequentes, seguidos dos grupos A e B1, com a

representatividade de 23,5% cada (tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia dos filogrupos de Clermont et al. (2000) a partir dos isolados de STEC e

EPEC suinos
Tipos de FILOGRUPO % (n) Total
amostra A B1 B2 D de Isolados
ECD* 23,5% (4) 23,5% (4) 52,9% (9) 0% (0) 17
STEC 25% (1) 25% (1) 50% (2) 0% (0) 4
EPEC 23,1% (3) 23,1% (3) 53,8% (7) 0% (0) 13

* ECD - E. coli diarreiogénicas

3.3 Resisténcia a antibidticos

E. coli STEC e EPEC encontradas neste estudo apresentam um padrdo de

resisténcia preocupante. Avaliando os resultado

s apresentados na Figura 1, verifica-

se que independente da caracteristica do isolado (E. coli diarreiogenicas - ECD, E.

coli comensais), 0s mesmos apresentaram um padrdo de resisténcia bem
semelhantes (P>0,05).
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GRUPO 1: E. coli diarreiogénicas. GRUPO 2: E. coli comensais
Figura 1. Comparacao dos indices de resisténcia dos diferentes grupos de E. coli de suinos

Além da alta resisténcia entre os antibidticos testados, um ponto preocupante

foi o alto numero de resisténcia quanto a
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possibilitando classificar as cepas em Multidroga Resistentes — MDR e com perfis
multivariados (Tabela 6). Segundo dados do Departamento de Agricultura dos
estados Unidos (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos) - USDA (2012),
bactérias multidroga resistentes - MDR sao aquelas que apresentam resisténcia a no

minimo trés classes de antibidticos.

Tabela 6. Perfil de resisténcia aos antibidticos testados dos isolados de E.coli diarreiogénicas

de suinos
N° ' A
Cepas isolados Perfil de resisténcia
STR+IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL+TET
STR+IPM+VAN+AMP+TIA+NAL + TET
KAN+NEO+STR+IPM+VAN+AMP+TIA+NAL+TET
GEN+KAN+NEO+STR+IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL + TET
Suino GEN+NEO+STR+IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL + TET

GEN+STR+IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL + TET
KAN+NEO+IPM+AMP+TIA+CIP+NAL+TET
KAN+NEO+STR+IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL+TET
CAN+IPM+VAN+AMP+TIA+NAL + TET

1 IPM+VAN+AMP+TIA+CIP+NAL+TET

Estreptomicina (EST), imipenem (IPM), vancomicina (VAN), ampicilina (AMP), tiamulina (TIA),
ciprofloxacina (CIP), acido nalidixico (NAL), tetraciclina (TET), kanamicina (KAN), neomicina (NEO), gentamicina
(GEN), amoxicilina (AMC).

=) A A A A a N WO,

4, DISCUSSAO

4.3 Frequéncia

A baixa frequéncia descrita neste trabalho parece ser comum em suinos.
Estudos realizados no Brasil, especificamente no estado do Mato Grosso, Martins e
colaboradores encontraram também uma baixa ocorréncia, descrevendo 1,4% (uma
amostra positiva) para STEC, um total de 74 amostras fecais obtidas de intestino
suino em abatedouros (MARTINS et al., 2011). No estado de S&o Paulo, estudo
executado por Borges e colaboradores obteve uma prevaléncia de 0,4% (um
isolado) STEC, recuperado de 215 amostras de carcacas de suinos e 3,5% / 3,2%
EPEC, obtidos nas fezes e carcagas suinas, respectivamente (BORGES et al.,
2012).

Os dados internacionais para esses patotipos nao diferem do foi encontrado
neste trabalho. Na China, um estudo relatou 10 (2,1%) isolados de STEC
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recuperados de 487 swabs retais de suinos em uma instalagdo de abate em Hong
Kong (LEUNG et al., 2001). No Jap&o, um relatério da vigilancia nacional do pais,
afirmou que 32 (14%) isolados de STEC foram recuperados de 179 amostras fecais
de suinos, em um estudo realizado durante o periodo de 1999 a 2001 (KIJIMA-
TANAKA et al., 2005). Em um amplo estudo realizado entre o periodo de 1985 a
2000, onde foram analisadas, dentre outras espécies, amostras de suinos dos
Estados Unidos, Porto Rico, Coréia do Sul e Hungria, foi encontrado uma baixa
prevaléncia, de 5.7% (n=70) de STEC (SCHROEDER et al., 2002). Em alguns
paises a prevaléncia desses agentes é tdo reduzida que ndo sédo detectados como,
por exemplo, no Peru que apds analise de 112 animais ndo se encontrou os patotipo
STEC (RIVERA et al., 2012).

No entando, alguns estudos apresentaram dados com uma maior frequéncia.
Estudos conduzidos na Italia, encontraram em amostras de fezes suina um total de
38,6% de amostras positivas e 13,8% das carcacas contaminadas por este mesmo
agente (ERCOLI et al., 2016). Outro estudo conduzido nos Estados Unidos também
apresentou uma alta prevaléncia de STEC, sendo que 68,3% dos animais
amostrados (n=120) eliminaram o patdégeno no minimo uma vez durante o periodo
de terminacdo (CHA et al., 2018).

Diversos fatores como raga, idade, sexo e estado imunolégico dos animais
afetam diretamente a frequéncia do patégeno (Callaway et al., 2009; Farrokh et al.,
2013; Kulow et al., 2012), assim como diversos estudos apontam a sazonalidade
como um fator principal, sendo que, em suinos, autores como Cha et al., (2018)
obtiveram uma frequéncia de STEC 30% maior no inverno, e Khan et al., (2018),
encontraram uma maior frequéncia e uma maior eliminagao do patégeno no verao.

Outro ponto que pode-se especular pela baixa frequéncia é a auséncia de
animais super shedding. A grande maioria dos artigos apresentam baixa frequéncia
e nao existem relatos destes tipos de animais no caso de E. coli dirreiogénicas. O
termo super shedding caracteriza individuos que por um determinado periodo
produzem uma alta quantidade do patégeno do que se comparado a outros
individuos da mesma espécie e sdo comuns na espécie bovina, eliminando cerca de
até 10 UFC/g de fezes (CHASE-TOPPING ET AL., 2008).
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4.4 Filogrupos

Considerando o estudo de Clermont, et al. (2000), os resultados sugerem que 0s
isolados estao bem divididos entre o grupo dos comensais e daqueles associados a
doencgas extraintestinais, j4 que os grupos A e B1 sdo associados a isolados

comensais e B2 e D, relacionados a doencas extraintestinais.

TspE4C2

Figura 2. PCR Multiplex para caracterizagdo do filogrupo para os marcadores
genéticos GadA, ChuA, YjaA, TspE4C2. M-Marcador de peso molecular de 100bp, 2 a
16 amostras testadas.

Em suinos, estudos que relacionem os filogrupos predominantes e E. coli ainda
sdo escassos. Alguns estudos conduzidos por (TORRES LUQUE et al., 2017; ZHU
et al., 2017) descrevem os grupos A e B2 como os mais prevalentes, corroborando o
encontrado neste estudo. No entanto, em suinos, o grupo A parece ser mais
frequente, contradizendo os nossos dados, que apresentam o grupo B2 com
ocorréncia maior.

Um ponto importante dos fillogrupo B2 e D identificados nos isolados suinos € a
associacao destes grupos a doengas extra intestinais. O grupo B2, o mais frequente
neste projeto e associado a isolados patogénicos, esta diretamente relacionado a
problemas de infec¢gdes urinarias em humanos (LEE et al., 2016; MIRANDA-
ESTRADA et al., 2017) demostrando que sua circulagdo estende a varios ambientes
e hospedeiros. Além da alta circulagdo, dados da literatura também apresentam uma
alta resisténcia a diversos antibidticos nestes filogrupos de bactéria, gerando

grandes preocupacodes relacionados a saude publica.
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4.5 Resisténcia a antibioticos

Os genes de resisténcia a antibidticos sao frequentemente transferidos através
de elementos genéticos mdéveis como plasmideos e transposons, que garantem a
disseminagao pela transferéncia horizontal de genes. De acorco com Stokes &
Gillings, (2011), elementos mdveis como plasmideos abrigam muitos genes de
resisténcia que foram encontrados em patdégenos clinicamente relevantes no solo e
na agua como Salmonella, Shigella, Escherichia, Aeromonas, Pseudomonas e
Klebsiella. Os autores citam ainda que os genes de resisténcia a antibidticos s&o
uma caracteristica quase universal da biosfera microbiana.

A resisténcia a diversos antibidticos em E. coli isoladas de suinos parece estar
bem presente. No Brasil, por exemplo, um estudo envolvendo amostras de carne e
dejetos suinos provenientes dos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parana e
Santa Catarina, encontrou resisténcia de até 70,6% das cepas com relagdo a
tetraciclina. Ja outro estudo conduzido na Irlanda, em que 160 isolados provenientes
de 39 leitdbes foram avaliados, apresentou isolados com até 10% para o
cloranfenicol, corroborando os dados deste experimento (Franco et al., 2010;
Gibbons et al., 2015). No entanto, estes mesmos pesquisadores encontraram
resultados distintos ao presente trabalho, apresentando uma baixa resisténcia ao
antibiético ampicilina. Franco et al., (2010) apresentaram uma resisténcia em seus
isolados de aproximadamente 23,5 e Gibbons et al., (2015), encontraram até 24,4%
dos isolados resistentes a ampicilina.

Estudos realizados na Europa, envolvendo 11 paises, 2.000 isolados e um
periodo de 3 anos (2002-2004), encontraram também resultados semelhantes a este
estudo. Observou-se um elevado nivel de resisténcia as tetraciclinas (Dinamarca:
91,0% em 2004; Inglaterra: 85% em 2002; Portugal: 98,0% em 2004), estreptomicina
(Letonia: 92,0% em 2004; Portugal: 79% em 2002), e ampicilina (Espanha : 72,2%
em 2004, Holanda: 93,0% em 2003) (HENDRIKESEN et al.,2008).

Trabalhos em outros paises também apresentam cepas patogénicas com alta
resisténcia. Exemplo disto € o trabalho realizado por Wang et al. (2016) ao
analisarem amostras de fezes de 41 suinos em Osaka, no Japdo, para isolados de
EPEC, em que dentre os antibidticos testados, encontraram o maior indice de

resisténcia para a tetraciclina (51%). Porém, com relagdo a ampicilina e acido
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nalidixico, os resultados divergiram deste estudo, pois foram encontrados baixos
indices, 7,3% e 7,3% (WANG et al., 2016).

Schroeder et al. (2002) analisaram cepas de E. coli O157 isoladas de seres
humanos, bovinos, suinos e de alimentos e verificaram que a maior ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana foi encontrada entre as cepas isoladas de suinos,
provenientes dos Estados Unidos, Porto Rico, Coréia do Sul e Hungria. Neste
estudo 71% das amostras foram resistentes a tetraciclina, e 24% mostraram-se
resistentes a ampicilina.

Neste trabalho, a maioria dos isolados foram classificados como MDR, n&o
diferindo do encontrado na literatura. Diversos pesquisadores também relatam a alta
presenca de ECD-MDR, principalmente os produtores da toxina shiga (AHMED;
SHIMAMOTO, 2015; KENNEDY et al., 2017; NAGY et al., 2015; TORRES LUQUE et
al., 2017). Esta situagdo gera muita preocupacgédo, pois uma infecgao por algumas
destas bactérias pode ter um tratamento ineficiente devido ao padrao de resisténcia.

Esta conjuntura é visivel na medicina humana para o tratamento de infec¢des
urinarias recorrentes causadas por UPEC. Este grupo bacteriano corresponde ao
principal causador de infeccdo urinaria em mulheres e apresenta em sua grande
maioria, cepas resistentes, sendo algumas delas MDR (KAHLMETER; POULSEN,
2012; MUTTERS et al., 2018; SCHITO et al., 2009; TABASI et al., 2015). Isto
provoca um tratamento complexo, pois até a realizagdo de um antibiograma, o
paciente testa alguns protocolos de elei¢gao favorecendo a infecgao recorrente.

UPEC estao classificadas como infecgdes extraintestinais, levantando a
hipotese da possivel circulagdo de cepas MDR em humanos originarios dos animais,
ja que no caso de alguns isolados deste trabalho, pertencentes aos grupos B2 e D,
sao relacionados a doencas extraintestinais.

Os antibidticos testados que apresentaram altos indices de resisténcia sao
frequentemente utilizados na pratica veterinaria e inseridos em algumas granjas da
regido onde foi realizado este estudo. Esta relagado € possivel devido as informagdes
obtidas no boletim sanitario do Servigo de Inspecao Federal (SIF). Os antibidticos
estdo entre os mais utilizados nas granjas, de forma preventiva na fase de
terminacdo, sendo alguns deles: Amoxilina, Tilosina, Doxiciclina, Tiamulina,
Colistina, Florfenicol, Enramicina, Norflaxacina, Neomicina e Enrofloxacina. Quanto a

tiamulina e neomicina, tal fato coincide com o esperado, pois, a medida que os
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medicamentos s&o cada vez mais utilizados na rotina das granjas, maior a chance
de ocorrer resisténcia nos animais. Para o antibiético amoxilina, no entanto, apesar
de ser um dos principais medicamentos utilizados rotineiramente, o indice de
resisténcia para suinos, obtido no estudo, foi baixa.

Sabe-se que a resisténcia a antibidticos é uma caracteristica bacteriana antiga,
existente em bactérias do solo e carreada por plasmideos a milhdes de anos antes
do inicio da agricultura, e que, portanto, ela ndo teve origem na produgdo de
antibidticos agricolas (MARTINEZ, et al., 2012; ALLEN et. al., 2010). Contudo, o uso
inadequado de antibiéticos em animais foi reconhecido pela ONU, em 2016, como
uma das principais causas do aumento da resisténcia antimicrobiana. Patogenos
resistentes a antibidticos sdo encontrados em humanos, animais, alimentos e no
meio ambiente (na agua, no solo e no ar). Eles podem ser transmitidos entre
pessoas e animais, incluindo alimentos de origem animal e o contato de pessoa para
pessoa. O controle deficiente da infeccédo, as condigdes sanitarias inadequadas e o
manejo inadequado dos alimentos estimulam a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana (WHO, 2018).

A esses fatos, pode-se inferir que a resisténcia em isolados suinos encontrada
nesse estudo se deve principalmente ao disseminado uso dos antibidticos em
diversas fases da criacdo dos animais, como comprovado em diversas literaturas
(WHO, 2000; LANDERS, et al., 2012; CALLAWAY, et al., 2011; TANG, et al., 2017)
e também pelos dados do Servico de Inspecdo Federal, através dos boletins
sanitarios contendo diversas classes de antibiéticos. Nos resultados apresentados,
100% das cepas de suinos apresentaram certa resisténcia, ainda que minima, a
todos os antibioticos testados.

Uma das outras possiveis origens da resisténcia a antibiéticos discutidas na
literatura s&o o solo e a agua. Residuos so6lidos gerados nas fazendas dos animais
de produgao séo usados principalmente como esterco para fertilizar o solo (Ramesh,
2016). No entanto, a maioria dos antibiéticos desaparece durante o escoamento e
acaba em sistemas aquaticos, como rios e lagos. No ambiente, o solo apresenta-se
como 0 unico reservatorio de alto potencial de genes de resisténcia antimicrobiana e
a partir desta hipdtese, a resisténcia quando transmitida aos patogenos, podera
relacionar o meio ambiente e a saude humana em grande extensao (Allen et al.,
2010).
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Dessa forma, mais trabalhos devem ser realizados na area no intuito de
elucidar as diversas causas de resisténcia a antibiéticos em animais de producao, e
ao mesmo tempo conciliar a medicina preventiva a produgao animal, sem prejuizo a

medicina humana no que tange aos tratamentos contra infec¢des bacterianas.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho permitem concluir que os suinos podem
ser carreadores de cepas patogénicas de E. coli, especialmente STEC, patotipo de
maior relevancia que os demais pelo seu potencial zoondtico e pela possibilidade de
ocasionar quadros clinicos de grande seriedade em humanos.

Os isolados diarreiogénicos apresentaram multiressisténcia aos antibitticos
testados, o que pode ser explicado pelo amplo uso dos medicamentos na produgao
de suinos. Portanto, o uso racional dos antibidticos, as condigoes sanitarias na
producdo e as boas praticas de fabricacdo na produgdo dos alimentos sao de
extrema importancia no controle da disseminagao dos genes de resisténcia, uma vez

que ha um amplo desafio na suinocultura intensiva.
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