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O Capitulo 11 segue as normas da Revista Cadernos de Prospecgao.

O Capitulo 11 atende as normas do periédico Journal of Food Safety.
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RESUMO

Escherichia coli € um dos micro-organismos mais frequentemente envolvidos em surtos
de doencas veiculadas por alimentos no Brasil, e tem como um dos principais
mecanismos de resisténcia antimicrobiana a producdo de P-lactamases de espectro
estendido (ESBL). Entretanto, o papel da cadeia alimentar na disseminacdo de bactérias
produtoras de ESBL ainda é pouco estudado no Brasil. O objetivo desse estudo foi
identificar os sorotipos, analisar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a capacidade
de producéo de ESBL em isolados de E. coli oriundos de alimentos de origem animal.
Foram analisados 105 isolados obtidos de amostras de leite, carnes de pescado, bovino,
frango e suino e seus derivados, coletadas na Bahia, entre 2006 e 2013. A prova de
sorologia foi realizada em 101 isolados, utilizando a técnica da prova de aglutinacdo em
lamina, para identificacdo de E. coli enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC) e
entero-hemorragica (EHEC). Para a determinacdo do perfil de resisténcia a diferentes
antibioticos, foi empregado o teste de disco-difusdo. Para o teste confirmatorio para
producdo de ESBL foi utilizado o método de DDST (double disk synergy test).
Identificou-se 13% (13/101) de isolados de E. coli diarreiogénica (DEC), os quais foram
resistentes principalmente a amoxicilina e ampicilina, e em sua maioria foram oriundos
de amostras de carne de frango. Observou-se multirresisténcia (resisténcia a > 3
antibidticos) em 48,5% (51/105) dos isolados analisados, sendo a maior frequéncia
observada entre aqueles oriundos de carne de frango e derivados (41/61, 67%). As
maiores frequéncias de resisténcia foram observadas frente a tetraciclina (60/105, 57%),
amoxicilina (45/105, 43%) e ampicilina (44/105, 42%); enquanto as maiores
frequéncias de sensibilidade foram observadas frente a amicacina (102/105, 97%),
imipenem (94/105, 89%) e gentamicina (93/105, 88%). Doze por cento (13/105) dos
isolados foram positivos para ESBL, sendo 92% (12/13) destes oriundos de carne de
frango, os quais foram resistentes principalmente a cefalotina, ampicilina e amoxicilina.
Conclui-se, portanto, que a populagdo brasileira, por meio da alimentacdo, expde-se
constantemente a micro-organismos patogénicos resistentes a antimicrobianos
frequentemente utilizados na medicina humana, o que reduz as chances de sucesso da
antibioticoterapia. Além disso, a carne de frango confere grande risco ao consumidor,
visto que apresentou maior prevaléncia de DEC, de isolados multirresistentes e de
isolados de E. coli produtores de ESBL. Posto que atualmente a oferta de alimentos se
da por meio do comércio internacional, estes resultados podem ser importantes ndo so
para o Brasil, mas também para outros paises.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Multirresisténcia. ESBL. Produtos de origem

animal.
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ABSTRACT

Escherichia coli is one of the microorganisms most frequently involved in outbreaks of
foodborne diseases in Brazil, and extended-spectrum B-lactamases (ESBL) is one of its
main antimicrobial resistance mechanisms. However, the role of the food chain in the
ESBL-producing bacteria dissemination is still poorly studied in Brazil. The aim of this
study was to identify the serotypes, analyze the antimicrobial resistance profile and the
ESBL production capacity in E. coli isolates derived from animal foods. It were
analyzed 105 isolates obtained from milk samples, fish meat, beef, chicken and pork
and its derivatives, collected in Bahia between 2006 and 2013. The serology test was
performed on 101 isolates using the slide agglutination test for identification of
enteropathogenic (EPEC), enteroinvasive (EIEC) and enterohemorrhagic (EHEC) E.
coli. For the determination of resistance profile towards different antibiotics, the disk
diffusion test was applied. For ESBL production confirmatory test it was used DDST
method (double disk synergy test). Thirteen percent (13/101) of isolates were
diarrheagenic E. coli (DEC), which were particularly resistant to amoxicillin and
ampicillin, and it were mostly derived from chicken meat samples. Among all isolates
analyzed, 48.5% (51/105) were multiresistant (resistant to > 3 antibiotics), most of them
coming from chicken (41/61, 67%). The highest frequencies of resistance were
observed towards tetracycline (60/105, 57%), amoxicillin (45/105, 43%) and ampicillin
(44/105, 42%); while highest frequencies of sensitivity were observed towards amikacin
(102/105, 97%), imipenem (94/105, 89%) and gentamicin (93/105, 88%). Twelve
percent (13/105) of the isolates were positive for ESBL, 92% (12/13) of these coming
from chicken, which were mostly resistant to cephalothin, ampicillin and amoxycillin. It
follows, therefore, that the Brazilian population, by feeding, is constantly exposed to
pathogenic microorganisms resistant to antimicrobial agents commonly used in human
medicine, which reduces the chances of success of antibiotic therapy. Besides, poultry
meat gives great risk to the consumer, as they showed higher prevalence of DEC,
multidrug-resistant isolates and ESBL-producing E. coli. Given that the food supply is
currently due to international trade, these results may be important not only for Brazil
but also for other countries.

Key-words: Enterobacteriacea. Multidrug resistance. ESBL. Products of animal origin.
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INTRODUCAO

Desde a década de 1940, quando a penicilina comecou a ser distribuida, os
antibioticos ja foram utilizados para os mais diversos propoésitos, tais como profilaxia,
tratamento de doencas em humanos e animais e promocdo de crescimento animal.
Porém, 0 uso continuo e equivocado dessas substancias implicou no surgimento de
algumas desvantagens, como a presencga de residuos de antibidticos nos alimentos de
origem animal e no ambiente. O contato dos micro-organismos com tais residuos tém
proporcionado a selecdo de espécimes resistentes e/ou genes de resisténcia, tornando
muitos dos antibioticos conhecidos ineficientes para o tratamento das mais diversas
enfermidades. Por isso, a Organizacdo Mundial de Salde ja considera a resisténcia
antimicrobiana um sério problema de saude publica (OMS, 2001, 2012; MARSHALL;
LEVY, 2011; BARRETO et al., 2012).

Escherichia coli € uma das bactérias comensais do trato gastrointestinal do
homem e dos mamiferos, sendo, porém, constantemente reconhecida como agente
etiologico de infeccBes nos mais diversos 6rgdos e sistemas organicos em humanos
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KONEMANN et al., 2008). A maioria dos
isolados de E. coli € in6cua, porém alguns sdo capazes de causar graves doencas de
origem alimentar, como a sindrome urémica hemolitica, principalmente em idosos e
criancas (OMS, 2011). Além disso, E. coli é citada como uma das bactérias mais
frequentemente envolvidas em surtos de doenca veiculada por alimentos no Brasil, atras

apenas de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2015).

Os antimicrobianos do grupo dos B-lactdmicos tém sido os mais utilizados
no tratamento de infeccdes bacterianas. No entanto, as -lactamases continuam sendo a
causa de resisténcia a esse grupo de antibioticos e o principal mecanismo de resisténcia
das bactérias Gram-negativas. Devido a isso, novos antibioticos foram desenvolvidos, e
a pressdo seletiva ocasionou mutacGes nos genes codificadores das PB-lactamases
classicas, ampliando seu espectro de inativacdo. Surgem, entdo, as [-lactamases de
espectro estendido (ESBL), as quais conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas
e monobactamicos. A presenca dessas B-lactamases dificulta, portanto, o tratamento das
doencgas infecciosas, por reduzir as op¢des da antibioticoterapia. Dentre 0s micro-
organismos com maior producdo de ESBL, destacam-se as bactérias E. coli e Klebsiella
pneumoniae (ABREU; GONCALVES, 2010; KORZENIEWSKA, HARNISZ, 2013).
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A literatura demonstra que o trato gastrintestinal de humanos e animais é
um importante reservatério de bactérias produtoras de ESBL (TROT, 2013). Assim,
uma vez que constantemente se identifica a contaminagéo de diversos tipos de produtos
alimentares por bactérias comensais (dentre as quais pode haver isolados produtores de
ESBL), e que a ingestdo de tais produtos pode levar a selecdo de isolados resistentes
e/ou transferéncia de genes de resisténcia, faz-se necessario investigar a participacdo da
cadeia alimentar no processo de disseminacgdo de bactérias produtoras de ESBL.

Além disso, no Brasil, frequentemente se identificam estudos que analisam
parametros diferentes (como sorologia, qualidade microbioldgica e fisico-quimica, e
perfil de sensibilidade antimicrobiana) em isolados oriundos de um unico produto de
origem animal, tal como leite ou carne ou algum de seus derivados (KASNOWSKI,
2004; ROSSI et al., 2010; CARRIJO et al.,, 2011; DE MELO; MIGUEL, 2011;
BARRETO et al.,, 2012; MANTILLA; FRANCO, 2012). No entanto, raros sdo 0S
estudos no pais que comparam a resisténcia antimicrobiana de isolados de micro-

organismos provenientes de produtos de diferentes espécies animais.
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OBJETIVO GERAL

Identificar sorologicamente, analisar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e a capacidade
de producdo de ESBL em isolados de E. coli oriundos de alimentos de origem animal
comercializados na Bahia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar sorologicamente os isolados de E. coli circulantes na Bahia
b) Verificar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados de E. coli;

c) Observar fenotipicamente a producdo de ESBL.
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Ndo ha conhecimento que ndo tenha valor.
Fdmund Burke (1729-1797)
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REVISAO DE LITERATURA

1. Escherichia coli

Escherichia coli ¢ um membro da familia Enterobacteriaceae, do grupo dos
micro-organismos coliformes, sendo um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo, que se
desenvolve a uma temperatura média de 35°C. De modo geral, a E. coli se apresenta como
bastonete delgado, aos pares, isolados ou formando cadeias, podendo ser pequeno (1,1 —
1,5um) ou comprido (2,6 — 6,0um). S&0 moveis ou imoveis, e ndo esporulados. Sdo oxidase
negativa e catalase positiva; o teste de Voges-Proskauer é negativo; usualmente citrato
negativo; a hidrélise da ureia é negativa e ndo produzem H,S (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

As linhagens de E. coli consideradas patogénicas séo agrupadas em classes, com
base nos seus fatores de viruléncia, sorotipagem, epidemiologia e manifestacGes clinicas. Ha
algumas infeccGes que sdo extraintestinais, e cujos isolados relacionados sao classificados
como EXPEC (E. coli que causa infec¢bes extra-intestinais). Como exemplos tém-se E. coli
uropatogénicas (UPEC), principais causadoras das infeccGes do trato urinario; e E. coli
associadas a meningite (MNEC), responsaveis por casos de meningite e sepse. Quanto aos
patdégenos intestinais, até o momento sdo conhecidas seis classes: EPEC (E. coli
enteropatogénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EHEC (E.
coli entero-hemorragica), EaggEC ou EAEC (E. coli entero-agregativa) e DAEC (E. coli
difusamente aderente) (KAPER; NATARO; MOBLEY; 2004; KASNOWSKI, 2004).
Focaremos nesta revisdo os trés grupos que foram evidenciados no presente trabalho (EPEC,
EIEC e EHEC) e o grupo das ETEC, que merecem destaque devido a sua possivel
participacdo na prevencgdo ou tratamento de casos de cancer colo-retal.

Todas as E. coli patogénicas apresentam um esquema similar de patogénese, 0
qual consiste em colonizar a mucosa intestinal, escapar do sistema imunoldgico, multiplicar-
se e causar danos ao hospedeiro. E. coli patogénicas, porém, se diferenciam das demais
principalmente por sua capacidade de colonizar locais que normalmente ndo habitam, como o
intestino delgado e a uretra, gracas a fatores de aderéncia especificos, tais como fimbrias,
intiminas, flagelinas e lipopolissacarideos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
CANIZALEZ-ROMAN et al., 2013).

EPEC é um importante micro-organismo causador de gastroenterites em criangas,

principalmente nos paises em desenvolvimento, e possui um nimero restrito de sorotipos. A
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principal caracteristica histopatologica das EPEC e um fendmeno conhecido por A/E
(attaching and effacing). Tal fenémeno, codificado pelo gene LEE (locus of enterocyte
effacement), consiste na agregacdo de células epiteliais intestinais e posterior obliteracdo de
microvilosidades do intestino, levando a formacdo de estruturas parecidas com pedestais,
onde h& acumulo de actinas polimerizadas, e nas quais as bactérias se alojam. EPEC podem
ser consideradas tipicas ou atipicas. As tipicas, além de possuirem o gene LEE, possuem um
plasmideo chamado EAF (EPEC adherence factor), o qual codifica o BFP (bundle-forming
pilus), que permite a aderéncia interbacteriana e, possivelmente, a aderéncia as células
epiteliais também. Este tipo € mais frequentemente encontrado nos paises desenvolvidos. As
atipicas, por outro lado, possuem o gene LEE, mas ndo o plasmideo EAF, e sdo mais
frequentes nos paises em desenvolvimento (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; GOMES;
TRABULSI, 2008).

EIEC é capaz de penetrar na célula intestinal e causar manifestacfes clinicas
semelhantes as infec¢des causadas por Shigella spp., tendo em vista a sua proximidade
bioquimica, genética e patogénica. O principal sintoma da infeccdo por EIEC ¢ a diarreia
aquosa, podendo também ocorrer colite inflamatoria invasiva e disenteria. Tal patogénese tem
inicio quando a bactéria penetra na celula epitelial, em seguida lisa o vactolo endocitico e
entdo se multiplica dentro da célula. Estas etapas podem levar macréfagos infectados a
apoptose. Apo6s a multiplicacdo, os micro-organismos se movimentam pelo citoplasma em
direcdo as células adjacentes, com ajuda de microfilamentos de actina que se formam em um
dos polos da bactéria, como uma cauda. Na parede das células vizinhas formam-se, entdo,
saliéncias, as quais formam vacutolos endociticos, reiniciando o ciclo (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

EHEC causa geralmente colite hemorragica, a qual pode evoluir para a sindrome
urémica hemolitica (do inglés, HUS), devido a sua capacidade de produzir a enterotoxina Stx.
A Stx é inicialmente produzida no célon (onde também pode causar danos como diarreia
sanguinolenta, necrose e perfuracdo intestinal), e depois pode atingir os rins, por intermédio
da corrente sanguinea, onde causa obliteracdo dos microvasos e danos as células endoteliais
renais. Além da Stx, EHEC também possui a ilha de patogenicidade LEE, como EPEC.
Muitos sorotipos produzem Stx, mas a maioria ndo possui o gene LEE. Por isso, apenas 0s
isolados que sdo Stx-positivos e possuem o LEE sdo classificados como EHEC (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; GUTH, 2008a).

ETEC é a principal causa da doenga conhecida como diarreia dos viajantes, bem

como da diarreia infantil, nos paises em desenvolvimento. Estes micro-organismos colonizam
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a mucosa do intestino delgado, por mediacdo de fatores de colonizacdo (do inglés, CF)
fimbriais ou fibrilares. O mais frequente CF dentre os isolados humanos de ETEC é o CFA
(colonization fator antigen). Apds a colonizagdo, ETEC produz enterotoxinas termolabeis (do
inglés, LT) e/ou termoestaveis (do inglés, ST) — semelhantes estrutural e funcionalmente a
toxina da cdllera —, cuja acdo leva ao aumento da secrecdo intestinal e da diminui¢do da
absorcdo de 4gua (FRANCO; LANDGRAF, 2008; GUTH, 2008b). As ST sdo subdivididas
em duas classes: STa e STh. Esta ultima esta geralmente associada a casos de diarreia em
animais, enquanto a primeira € mais frequente em humanos. Varios estudos sugerem que a
STa também é capaz de suprimir a proliferacdo de células cancerosas no célon, visto que tal
proteina mimetiza os ligantes hormonais da guanilil ciclase C (GCC), a uroguanilina e a
guanilina. Esses peptideos desencadeiam uma cascata de sinalizacdo mediada pela GCC, que
leva a0 aumento de eletrolitos e 4gua no Iimen do intestino. Além disso, a STa funciona
como carreadora de pequenas moléculas terapéuticas ou diagndsticas para dentro da célula
cancerigena. Curiosamente, tem-se observado, de fato, uma proporcao inversa entre casos de
diarreia provocada por EPEC e de cancer de colo-retal, em especial nos paises em
desenvolvimento (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; WEIGLMEIER; ROSCH;
BERKNER, 2010).

Escherichia coli é responsavel por vérios surtos de diarreia em criancas e adultos
apos a ingestdo de &gua e alimentos contaminados, inclusive produtos de origem animal
(SILVA et al., 2001). O significado de sua presenca nos alimentos deve ser avaliado sob dois
aspectos: indica contaminacao fecal e, portanto, condic¢des insatisfatorias de higiene durante a
manipulacdo de alimentos e &gua; e representa um risco a salde do homem e dos animais,
visto que diversas linhagens s&o comprovadamente patogénicas (KASNOWSKI, 2004,
ALVES, 2011). Portanto, a identificacdo laboratorial da E. coli permite sinalizar o risco
potencial da ocorréncia de doencas veiculadas por alimentos devido ao consumo de alimentos
entregues a populacdo em geral (KASNOWSKI, 2004).

2. Residuos de antibioticos x Resisténcia

Muito antes de serem utilizados para combater infecgdes no corpo humano, os
antibioticos ja eram substancias produzidas pelo metabolismo de certas bactérias, fungos e
actinomicetos. Acredita-se que possuem funcdes diversas das que sdo conhecidas atualmente.
Em solucdes diluidas, essas substancias podem impossibilitar temporéaria ou definitivamente

as funcles vitais de outras bactérias, efeitos conhecidos como bacteriostatico e bactericida,
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respectivamente. Os antimicrobianos sdo utilizados ha décadas na produgdo animal tanto para
fins de tratamento de doencas quanto de promocdo de crescimento dos animais, vindo a
auxiliar no aumento da eficiéncia alimentar e consequente produtividade. Porém, é de
conhecimento publico que o uso continuo e indiscriminado dessas substancias promove a
selecdo de micro-organismos resistentes, o que retarda, ou mesmo impede, a acdo da
antibioticoterapia (BRASIL, 1999; MARTINEZ, 2009; ARIAS; CARRILHO, 2012;
BARRETO et al., 2012).

Os antimicrobianos em veterinéria sdo usados com quatro finalidades principais:
» Terapéutica: a fim de controlar uma infeccéo bacteriana ja existente;

« Metafilatica: tem propdsitos terapéuticos e profilaticos. Utilizada especialmente em
manejo confinado de um grande numero de animais, ministrando-se o medicamento na
agua ou racdo quando um animal apresenta sintomas de uma doenca infecciosa, a fim de
minimizar o numero de animais doentes e/ou mortos e a quantidade de antibidtico

necessaria para tratar um grande numero de animais afetados.

+ Profilatica: usada em individuos ou grupos com o fim de prevenir/evitar a ocorréncia de

infecgBes. Exemplo: na profilaxia cirdrgica ou na prevengdo de mastite.

* Promotor de crescimento de animais de producdo: fornecidos como suplemento
alimentar, em doses subterapéuticas. (ARIAS; CARRILHO, 2012; GARCIA-ALVAREZ
etal., 2012; PAPHITOU, 2013)

Em muitos estudos observou-se que 0 uso de antimicrobianos em animais
contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em humanos, pois muitas
classes de antimicrobianos usadas em animais de producgdo também sdo empregadas em seres
humanos para tratar doencgas graves, ocorrendo falha terapéutica devido a transferéncia de
bactérias resistentes pela cadeia alimentar (MARSHALL; LEVY, 2011; ARIAS;
CARRILHO, 2012; ALLEN, 2014). Essa resisténcia multivariada de isolados de E. coli foi
relatada por diversos autores, que analisaram diferentes alimentos, como carne bovina, por
Mantilla e Franco (2012) e Kasnowski (2004); carne suina por Pissetti (2012); leite in natura
por Barreto et al (2012); vegetais por Skockova et al (2013) e diversos alimentos por
Schroeder (2002) e Séenz et al (2001).
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Em aves, os principais antimicrobianos usados sdo sulfonamidas, penicilinas,
polipeptideos, lincosamidas, cefalosporinas e quinolonas, enquanto que nos suinos utiliza-se
tetraciclinas, sulfonamidas, cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos. J& na
producdo de gado leiteiro, destacam-se a amicacina, ampicilina, carbeniclina, cefalotina,
florfenicol, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprima e tetraciclinas, enquanto na
piscicultura, os antibidticos mais recomendados sdo a tetraciclina, a eritromicina e a
oxitetraciclina. Esta ultima é ministrada na racdo, para tratamento de furunculose e
eritrodermatite da carpa; em camarbes, como medida profilatica contra o agente da necrose
hepatopancredtica; bem como nas doencas determinadas por bactérias pscicrofilas na
septicemia hemorragica por Pseudomonas, Edwardsiella e Aeromonas (BRASIL, 1999).
Outro antimicrobiano bastante utilizado na piscicultura sdo as fluorquinolonas (ARIAS,
CARRILHO, 2012).

O uso continuo dos antimicrobianos na producdo animal, especialmente de
maneira metafilatica e como promotores de crescimento, implica no surgimento de algumas
desvantagens, como a ocorréncia de residuos nos alimentos de origem animal. A exposi¢do
prolongada a residuos de antibiéticos pode desencadear fenémenos alérgicos além de alterar o
equilibrio da microbiota do trato intestinal dos consumidores, devido a mudanca na densidade
e composicdo da populacdo microbiana e a alteracdo na atividade metabdlica de substancias
enddgenas e exdgenas e na resisténcia a colonizacgdo. Isso pode aumentar a suscetibilidade dos
consumidores a infec¢Bes por patdgenos exdgenos (ex., Salmonella) e favorecer tanto a
colonizacdo de bactérias patogénicas resistentes quanto o crescimento de micro-organismos
autoctones oportunistas, que podem inclusive fazer parte da microbiota normal (ex., E. coli)
(RIGOS; BITCHAVA; NENGAS, 2010).

Muitos estudos observaram a ocorréncia de micro-organismos multirresistentes
(resistentes a trés ou mais antibioticos) a antimicrobianos comumente empregados na préatica
veterinaria, em particular a ampicilina, trimetoprima, trimetoprima-sulfametoxazol,
tretaciclina, sulfonamida e estreptomicina, que sdo também utilizados em tratamento de
diferentes doencas bacterianas em humanos (BII et al., 2005; BADA-ALAMBEDJI et al.,
2006; CANIZALEZ-ROMAN et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; ADENIPEKUN et al.,
2015; HEMMATINEZHAD et al., 2015; SHAH et al., 2015)

Ao longo do processo de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana das

bactérias Gram-negativas, observou-se sucessivas descobertas de novos antibiodticos seguidas
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do surgimento de seus respectivos mecanismos de resisténcia. O primeiro antibi6tico efetivo
contra as Enterobacteriaceae foi a ampicilina, lancado em 1961. Sete anos depois, bactérias
resistentes a ampicilina foram detectadas em pacientes de um hospital em Londres. Em 1981-
82, inicia-se o0 uso das cefalosporinas (cefotaxima, caftazidima e ceftriaxona), antimicrobianos
desenvolvidos para resistirem as beta-lactamases decodificadas pelos genes blarem € blaspy.
Apenas dois anos depois, na Alemanha, identificou-se uma beta-lactamase capaz de hidrolisar
a cefotaxima, enzima esta que seria posteriormente chamada, por Philippon (1989), de beta-
lactamase de espectro estendido (ESBL) (GARCIA-ALVAREZ et al., 2012).

A resisténcia a antibidticos aparece porque 0 genoma bacteriano é extremamente
dindmico, embora pequeno. Em geral, as atividades essenciais de uma bactéria sao
codificadas por um s6 cromossomo, e as hao-essenciais, como a defesa contra drogas e a
transferéncia génica, que levam a recombinacdo, sdo codificadas por elementos moveis
(plasmidios, transposons e integrons), que ndo fazem parte do cromossomo (MOTA et al.,
2005). Muitas vezes, os plasmideos carreiam genes de resisténcia a mais de um antibidtico, o
que pode levar a cosselecdo de resisténcia antimicrobiana por suas caracteristicas associadas,
ainda que na auséncia de antibiéticos (HARADA et al., 2006; MARTINEZ, 2009; GARCIA-
ALVAREZ et al., 2012; TROTT, 2013; RASHEED et al., 2014).

O uso de trimetoprima em suinos, por exemplo, contribui para a selecdo de
resisténcia a cloranfenicol, mesmo ap6s o banimento de uso do cloranfenicol na producéo
animal (HARADA et al.,, 2006; HIROI et al.,, 2012). Nos EUA, isolados de E. coli
multirresistentes provenientes de cdes domésticos expressavam os genes pAmpC CMY-2 e
floR, que confere resisténcia a florfenicol e resisténcia cruzada a cloranfenicol. Esse achado
leva a crer na contaminacdo via consumo de carne, visto que florfenicol so era utilizado para
tratamento de infec¢cbes em animais de producdo (TROTT, 2013). Fluoroquinolonas e beta-
lactdmicos costumam gerar cosselecdo e selecdo cruzada de bactérias resistentes, tanto em
animais quanto em humanos, pois 0s plasmideos que carreiam a ESBL muitas vezes
codificam também a resisténcia a fluoroquinolona (GARCIA-ALVAREZ et al., 2012).

Atualmente ja é sabido que a resisténcia antimicrobiana é um fenémeno natural,
que precede o uso dos antimicrobianos para tratamento de infec¢cbes em humanos. Acredita-se
que serviam para inibir o crescimento da microbiota concorrente, visto que a maioria dos
antibioticos utilizados atualmente € sintetizada por micro-organismos ambientais (teltricos), e

que possuiam uma funcdo de sinalizacdo intercelular (MARTINEZ, 2009). Por isso, é
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possivel encontrar genes de resisténcia mesmo em bactérias ndo expostas a antimicrobianos
(HIROI et al., 2012; ALLEN, 2014).

H& muitos determinantes potenciais de resisténcia presentes nos micro-
organismos ambientais, porém poucos sdo transferidos para 0S micro-organismos
patogénicos, por diversos motivos: 1) para haver transferéncia horizontal de genes, é preciso
que as bactérias doadora e receptora estejam no mesmo local; assim, apenas 0sS genes que
coexistem com 0s patdgenos podem ser incorporados por eles; 2) genes s6 podem ser
transferidos se foram utilizados mecanismos de transferéncia genética compativeis com 0s
patdgenos humanos; 3) elementos que exigem alto desempenho do micro-organismo
hospedeiro s6 serdo adquiridos se mutacdes compensatorias forem conjuntamente
selecionadas; 4) ap6s uma primeira aquisicdo de material genético, a probabilidade de
aquisicdo de novos elementos por transferéncia horizontal de genes diminui, a menos que a

pressdo seletiva de antibioticos sofra alteracdo (MARTINEZ, 2009).

A situacdo do uso indiscriminado de antibidticos no tratamento e prevencdo de
doencas é um problema de satde animal e publica, uma vez que elevadas taxas de resisténcia
aos antimicrobianos sdo registradas em estudos realizados nas diferentes espécies animais e
no homem. Para amenizar essa situacdo € necessario realizar campanhas educativas para
orientar os profissionais de salde para a devida utilizacdo desses antimicrobianos e alertar a
populacdo quanto ao perigo da ingestdo de subdosagens de antibi6ticos (residuos) em
produtos de origem animal bem como quanto ao uso equivocado dessas substancias. Uma
pesquisa realizada na Europa, em 2009, que entrevistou 26.761 cidadaos, constatou que 40%
deles haviam tomado antibidtico nos Gltimos 12 meses, e que em 20% dos casos foi devido a
uma gripe. Somente 36% dos entrevistados responderam corretamente que antibidticos nao
eliminam virus, e 46% responderam corretamente que antibioticos ndo sdo adequados para
tratar gripes e resfriados (MOTA et al., 2005; PAPHITOU, 2013).

Ha autores, porém, que afirmam faltar provas cientificas de que o uso de
antibioticos na alimentacdo animal acarrete em danos a saide humana. Outros, apesar de
defenderem que o ndo uso dos antimicrobianos na inddstria animal representa um grande
prejuizo, sugerem que somente 0s antibidticos ndo usados em medicina humana sejam
utilizados como promotores de crescimento (SOUSA; SILVA, 2008), e outros chamam a

atencdo para o perigo do uso dos antibioticos ndo apenas como promotores de crescimento,
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mas também de maneira profilatica, metafilatica e terapéutica na medicina veterinaria
(PHILLIPS et al., 2004; GARCIA-ALAVAREZ et al., 2012).

Dessa forma, a resisténcia antimicrobiana é campo ainda vasto para pesquisa
cientifica, tanto pelas divergéncias que ainda existem em relacdo ao tema, quanto pelo
surgimento constante de novas drogas, sobre as quais nao ha informacdo suficiente que
permita uma avaliacdo toxicoldgica ou farmacoldgica adequada, e ainda menos quanto ao

comportamento dos micro-organismos diante delas.

3. B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As B-lactamases constituem um grupo heterogéneo de enzimas capazes de inativar
as penicilinas, cefalosporinas e, as vezes, 0s monobactamicos. Estas enzimas lisam o anel -
lactdmico por hidroxilacéo irreversivel da ligacdo amida causando a inativacdo do antibi6tico.
A atividade enzimatica é variavel de acordo com o tipo de B-lactamase e 0s substratos

presentes, embora o resultado final de sua acdo seja 0 mesmo (PITOUT; LAUPLAND, 2008).

As B-lactamases sdo o principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-
negativas, muitas das quais sdo mediadas pelo cromossoma. Estas enzimas, denominadas
AmpC, parecem ter evoluido a partir das proteinas de ligacdo a penicilina, tendo em vista sua
homologia molecular. A primeira B-lactamase plasmidica (TEM-1) foi encontrada numa E.
coli isolada a partir de uma cultura de sangue, por volta de 1960, na Grécia, huma paciente de
nome Temoniera, dai sua denominacdo. Devido a essa capacidade das bactérias Gram-
negativas de inativarem os antimicrobianos, novos antibidticos foram surgindo, e a pressao
seletiva gerou mutacfes nos genes decodificadores das B-lactamases classicas, amplificando
seu espectro de acdo. Os genes de codificacdo dessas enzimas foram rapidamente
disseminados para outras espécies bacterianas (BRADFORD, 2001; PINA, 2012).

O mecanismo genético por trds da disseminacdo das ESBL pelo mundo ainda é
divergente e complicado, porém ja se sabe que elementos genéticos mdveis, tais como
plasmideos, transposons e integrons, exercem um importante papel nesse processo. Um unico
plasmideo de resisténcia antimicrobiana é suficiente para promover a transferéncia genética,
assim como cada um dos elementos moveis citados. Os plasmideos que carreiam a ESBL
podem, por exemplo, ser transferidos para diversas espéecies bacterianas por conjugacéo
(CHONG,; ITO; KAMIMURA, 2011).
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As pB-lactamases sdo comumente classificadas de acordo com dois esquemas
gerais: a classificacdo molecular de Amber e a classificagdo funcional de Bush-Jacoby-
Medeiros. As ESBL encontram-se no grupo A de Amber e 2 de Bush, onde estao presentes as
primeiras B-lactamases isoladas (TEM-1 e SHV-1), mais especificamente no subgrupo 2be,
que € aquele capaz de inativar as cefalosporinas de terceira geracdo e 0os monobactamicos,
além das penicilinas (SHAH et al., 2004).

As ESBL “classicas” sdo enzimas transmitidas/codificadas por plasmidios, como
as familias: Temoniera (TEM), Sulfidril varidvel (SHV) e oxacilina (OXA). Embora estas
variantes ainda se mantenham como as mais isoladas, nos Gltimos anos houve um aumento no
aparecimento de outras ESBL. Muitas destas novas ESBL sdo mutantes das p-lactamases
classicas, com poucos aminodcidos substituidos. Essas trocas foram suficientes para
remodelar o sitio ativo e torna-lo capaz de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro
(BRADFORD, 2001).

As principais produtoras deste tipo de enzimas sdo Klebsiella pneumoniae e E.
coli. Isso se deve ndo s6 a existéncia de varios plasmideos que contém genes que codificam
ESBL, mas também por serem as bactérias que estdo mais adaptadas ao ambiente hospitalar,
sobrevivendo algum tempo ndo apenas nas maos dos portadores mas também nas superficies,

facilitando assim a contaminacdo cruzada dentro do hospital (PINA, 2012).

Dentre os principais métodos de identificagdo das ESBL tem-se: o método da
dupla difusdo, o método da adicdo do acido clavulanico, o E-test, além de métodos

automatizados e moleculares, como PCR (SHAH et al, 2004).

As primeiras identificacGes de ESBL se deram no Leste Europeu e na América do
Sul, na década de 1980. Desde entdo, pesquisadores tém observado que isolados sul-
americanos de E. coli produtoras de ESBL apresentam maior resisténcia que as europeias,
sendo a resisténcia a cloranfenicol mais frequentemente observada no Brasil. Por outro lado,
tem-se constatado que tais isolados ainda sdo mundialmente sensiveis a imipenem (CHONG;
ITO; KAMIMURA, 2011; EGERVARN et al., 2014; RASHEED et al., 2014).

A partir da década de 1990, comeca a ser isolada uma nova familia de ESBL, as
CTX-M, cujo numero de estudos relatando sua presenca tem aumentado mais notadamente
nos Ultimos 10 anos. Enquanto as enzimas TEM e SHV possuiam 68% de semelhanca em

suas sequéncias genéticas, a nova CTX-M coincide seus nucleotideos em apenas 40%
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aproximadamente com as suas antecessoras (PHILIPPON, 1989; GARCIA-ALVAREZ et al.,
2012). Parece haver uma associacdo geografica dos genétipos CTX-M. A CTX-M-14 tem
sido a mais frequentemente isolada na Asia, especialmente na China, enquanto a CTX-M-2 é
mais frequente na América do Sul, Holanda e Israel. De maneira geral, 0 gen6tipo dominante
no mundo tem sido a CTX-M-15, o qual foi isolado pela primeira vez em Nova Délhi, em
2000, e tem sido o mais frequente responsavel por infeccdes urinarias no mundo e por
infeccdes adquiridas na comunidade. Inclusive, a transmissao pessoa-a-pessoa parece ter um
papel importante na disseminacdo desse gene fora do ambiente hospitalar (OTEO; PEREZ-
VASQUEZ; CAMPOS, 2010; CHONG; ITO; KAMIMURA, 2011; GARCIA-ALVAREZ et
al., 2012; SILVA; LINCOPAN, 2012; OJER-USOZ et al., 2014).

Acredita-se, porém, que os principais carreadores do gene blactx.v Sejam 0s
animais, de producédo e de estimacdo (LIEBANA et al., 2013). A resisténcia por ESBL, de
maneira geral, tem sido observada em todas as espécies animais, mas principalmente em
frangos (VAN et al., 2008; SKOCKOVA et al., 2015a). E. coli produtora de ESBL pode ser
transmitida ao homem por contato direto ou indireto, seja por ingestdo da carne de frango seja
por contato com &gua e/ou vegetais contaminados por suas fezes (DEPOORTER et al., 2012).
Depoorter et al. (2012), avaliando a exposicdo a E. coli resistente as cefalosporinas pela
ingestdo de carne de frango na Bélgica, identificaram que o risco maior de contaminacao é da
carcaca inteira se comparado com o frango em pedacos, € que o congelamento diminui a
populagéo desses isolados. Foi constatado, ainda, que a probabilidade de exposigéo a estes
isolados ao ingerir a carne de frango é baixa, tendo a contaminacdo cruzada na cozinha um
papel maior na exposicdo do que o cozimento insuficiente dos alimentos, o que nao invalida a
importancia do cozimento adequado, uma vez que a bactéria pode estar localizada no centro

da carne.

Foi baseado nessas informacdes, e por uma questdo de seguranca, que a Europa
proibiu o uso de cefalosporinas na producéo de aves (LIEBANA et al., 2013). Principalmente
porque, tendo em vista que os genes decodificadores da ESBL localizam-se geralmente em
elementos genéticos moveis, é possivel que haja transferéncia desses genes de bactérias
oriundas de alimentos para as bactérias comensais e patogénicas presentes no trato
gastrointestinal do homem (DEPOORTER et al., 2012).

Uma importante caracteristica das ESBL, e de impacto significativo na saude

publica, é ser codificada por plasmideos que carreiam também resisténcia a outros
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antimicrobianos, como amoxicilina, sulfonamidas, trimetropim, aminoglicosideos, e outros,
levando a uma resisténcia cruzada dos isolados (LIEBANA et al., 2013; RASHEED et al.,
2014). Por exemplo, plasmideos que carreiam blacrx.wm geralmente carreiam também o gene
gnr, que confere resisténcia as quinolonas. Assim, uma pressdo seletiva frente ao uso de
fluoroguinolonas pode ocasionar o aparecimento de bactérias produtoras de ESBL CTX-M
(CHONG,; ITO; KAMIMURA, 2011), e vice-versa. Tal situagdo restringe as possibilidades de
tratamento antimicrobiano. Por esse motivo, na Europa s é autorizado o uso sistémico de
cefalosporinas para tratamento de casos humanos nos quais outros antimicrobianos tém pouco
efeito (LIEBANA et al., 2013).

Segundo Oteo, Pérez-Vazquez e Campos (2010), apesar de ndo haver uma
explicacdo exata para a maneira como E. coli produtoras de ESBL estéo se disseminando pelo
mundo, h& alguns fatores identificados que podem explicar essa disseminacdo, como
aquisicdo desses micro-organismos pela alimentacdo (VOETS et al., 2013; BARBOSA et al.,
2014; EGERVARN et al., 2014; RASHEED et al. 2014), transporte por animais domésticos e
selvagens (LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2011; HIROI et al., 2012), disseminagdo no
ambiente (HAQUE et al., 2014), transmissdo pessoa-a-pessoa a partir de portadores fecais
(RODRIGUEZ-BANO et al., 2008), existéncia de reservatorios em hospitais e esgotos
(KORZENIEWSKA; HARNISZ, 2013; OJER-USOZ et al., 2014).

Alguns fatores de risco para aquisicdo de ESBL ja foram identificados, quais
sejam: consumo prévio e/ou recente de antibi6ticos, contato com centros de salde (recente
hospitalizacdo, residéncia em institutos de longa permanéncia, cateterismo vesical), idade
avancada, diabetes mellitus e infeccdo urinaria recorrente (OTEO; PEREZ-VAZQUEZ;
CAMPQOS, 2010; LIEBANA et al., 2013).

Os principais riscos ligados a salde publica motivados pela ocorréncia de
bactérias produtoras de ESBL, portanto, se devem a prevaléncia desses micro-organismos em
animais de producdo e produtos de origem animal; as caracteristicas genéticas dos genes
decodificadores de ESBL e a possibilidade de transmissdo dessas bactérias de animais e
alimentos para o homem (LIEBANA et al., 2013).
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Quem busca o conhecimento e o acha obterd dois prémios: um por
procurd-lo, e outro por achd-lo. Se ndo o encontrar, ainda restard o
primeiro prémio.

Maome
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RESUMO

E. coli é um dos micro-organismos mais frequentemente envolvidos em surtos de doencas
veiculadas por alimentos no Brasil, e um de seus principais mecanismos de resisténcia
antimicrobiana é a producédo da enzima beta-lactamase de espectro estendido (ESBL). Estudos
demonstraram que essa enzima esta cada vez mais presente no ambiente hospitalar e que o
trato gastrointestinal de pacientes e animais podem ser importantes reservatorios de bactérias
produtoras de ESBL. No Brasil, no entanto, pouco se publicou sobre o possivel papel da
cadeia alimentar na transferéncia desses genes para a microbiota residente do homem. Esse
artigo objetiva realizar uma prospeccdo dos trabalhos cientificos ja publicados a respeito da
presenca de E. coli produtora de ESBL em alimentos, a fim de discutir o potencial e o
desenvolvimento dos estudos sobre a transmissdo desses genes de resisténcia por meio da
cadeia alimentar.

Palavras-chave: E. coli, ESBL, beta-lactamases, alimentos

ABSTRACT

E. coli is one of the micro-organisms most frequently involved in foodborne disease outbreaks
in Brazil, and the production of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) is one of its main
antimicrobial resistance mechanisms. Studies have shown that this enzyme is increasingly
present in the hospitals and that the gastro-intestinal tract of patients and animals can be
important reservoirs of ESBL-producing bacteria. However, few papers were published in
Brazil about the possible role of the food chain in the transfer of these genes to the human
resident microbiota. This article aims to conduct a survey of scientific papers published about
the presence of ESBL-producing E. coli in foods to discuss the potential and the development
of studies on the transmission of these resistance genes through the food chain.

Key words: E. coli, ESBL, beta-lactamases, food

Area TecnolGgica: Ciéncia de Alimentos
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1 INTRODUCAO

Seguranca alimentar € um componente critico e fundamental da saude publica,
dado o grande numero de ocorréncias de doencas envolvendo alimentos contaminados e o
Onus acarretado tanto para os cofres publicos quanto para a propria sociedade. Por isso é
necessario fortalecer os sistemas de vigilancia de forma a permitir uma detec¢do, gestdo e
prevencdo antecipadas da propagacdo de doencas de origem alimentar (NEWELL et al.,
2010).

Uma das bactérias mais frequentes em surtos alimentares no Brasil, segundo o
Ministério da Saude (BRASIL, 2015), atras apenas de Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus, é a Escherichia coli. Trata-se de uma bactéria comumente encontrada no intestino de
humanos e mamiferos, sendo que a maioria dos isolados € saprofita e inofensiva, porém
algumas — como a E. coli O157:H7 — podem causar severas doencgas de origem alimentar,
incluindo Sindrome Urémica Hemolitica (do inglés, HUS), especialmente em criangas e
idosos (OMS, 2011).

Mudancas na populacdo microbiana podem levar a evolugdo de novos micro-
organismos patogénicos e ao desenvolvimento de novos fatores de viruléncia em patégenos
antigos (MELLMANN; BIELASZEWSKA; KARCH, 2009). Assim emerge a resisténcia
antimicrobiana, um problema global de saude pablica, que é impactado e provocado pelo uso
de antimicrobianos tanto em humanos quanto na medicina veterinéria (ARIAS; CARRILHO,
2012; GONZALES, MELLO; CAFE, 2012).

Os antimicrobianos sdo utilizados hd décadas na producdo animal tanto no
tratamento como na promocdo de crescimento dos animais, 0 que ajudou a aumentar a sua
eficiéncia alimentar e consequente produtividade. Porém, com o seu uso continuo, residuos
dessas substdncias podem permanecer nos alimentos de origem animal. Ao ingeri-los,
fendmenos alérgicos podem ser desencadeados; o equilibrio do trato intestinal dos
consumidores pode ser alterado; além de genes de resisténcia antimicrobiana poderem ser
selecionados e transferidos a microbiota residente dos humanos, o que dificultaria o
tratamento de diversos tipos de doengas (ARIAS; CARRILHO, 2012; BARRETO et al.,
2012).

Os beta-lactdmicos sdo o0s antimicrobianos mais usados no tratamento de
infeccdes bacterianas enquanto as beta-lactamases continuam sendo o principal mecanismo de
resisténcia das bactérias Gram-negativas a esse grupo de antimicrobianos. Com isso, Novos
medicamentos foram sendo desenvolvidos, e a pressao seletiva exercida por estes propiciou a
selecdo de isolados cujos genes codificadores das beta-lactamases classicas sofreram
pequenas mutacGes, que permitiram amplificar seu espectro de inativagdo. Por isso que a
producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) por enterobactérias representa um
grande problema na medicina. Elas conferem resisténcia as penicilinas, todas as
cefalosporinas e aos monobactamicos. Dentre os micro-organismos com maior producdo de
ESBL em todo o mundo destacam-se Klebsiella pneumoniae e E. coli (ABREU;
GONCALVES, 2010).

A literatura demonstra muitos casos nos quais hospitais tém notado rapido
aumento no namero de micro-organismos carreando ESBL, além de disseminacédo intra- e
inter-hospitalar. A transmissdo pelas mados dos profissionais é relevante, sendo o trato
gastrintestinal dos pacientes um importante reservatorio (ABREU; GONCALVES, 2010). Por
isso, € mister investigar a participagdo da ingestdo de alimentos nesse processo de aquisicdo
de resisténcia por ESBL pelas bactérias da microbiota residente do homem, as quais
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eventualmente sdo encontradas como contaminantes dos mais diversos tipos de produtos
alimentares, principalmente porque ainda sS40 poucos o0s registros nesse sentido
(LEVERSTEIN-VAN HALL et al, 2011; VOETS et al, 2013; BAGHERI;
GHANBARPOUR; ALIZADE, 2014; EGERVARN et al., 2014; VELDMAN et al., 2014).

Assim, esse artigo objetiva realizar uma prospec¢do dos trabalhos cientificos ja
publicados a respeito da presenca de E. coli produtora de ESBL em alimentos, a fim de
discutir o potencial e o desenvolvimento dos estudos sobre a transmissdo desses genes de
resisténcia por meio da cadeia alimentar.

2 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma prospeccado de artigos cientificos cujo tema seja a pesquisa de E.
coli produtora de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) em alimentos. Para isso, a
priori, foram utilizadas as plataformas Web of Science, ScienceDirect, Scopus e Scielo, por
serem as mais difundidas entre os pesquisadores brasileiros nas areas de salde e ciéncia de
alimentos, a fim de identificar a plataforma que abriga mais artigos no tema em questdo. As
palavras-chave utilizadas, combinadas de diversas formas (Quadro 1), foram: E. coli, beta-
lactamase, ESBL, food, food of animal origin e product of animal origin. Limitou-se os tipos
de documentos em Articles or Reviews, e 0 espaco temporal entre 2005 e 2015. Vale salientar
que os escopos foram preparados em dezembro de 2015.

Quadro 1 — Escopo das pesquisas realizadas nas plataformas Web of Science, ScienceDirect,
Scopus e Scielo quanto a presenca de E. coli produtora de ESBL em alimentos.

Palavras-chave Plataformas
5 ) Food Product
A E. coli Elittz}nase ESBL Food gfnimal gfnimal \S/\(/:?En?:]; SD?rZrclfe Scopus | Scielo
origin | origin
11X 119.501 | 159.437 | 66.344 930
2 X 18.695| 11.592| 13.894 92
3| X X 13.806 | 39.666| 5.953 12
4 X 6.500| 4.894| 4.474 137
51X X 2.801| 6.514| 3.015 12
6| X X 1.873| 3.692| 1.941 46
71X X X 1518| 2.609| 1.754 11
8| X X X 263| 1.294 187 10
9 X X 291 998 218 5
10| X X X 183 771 124 3
11| X X X X 153 695 111 0
12| X X 246 253 34 1
13 X X 38 48 4 0
14X X X 28 43 2 0
151X X X 41 46 2 0
16| X X X X 25 33 2 0
17 X X 15 10 1 0
18| X X 145 67 4 0
19| X X X 11 10 0 0
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20| X X X 11 14 0 0

21| X X X X 8 10 0 0

Fonte: Autoria propria

As palavras-chave foram buscadas da seguinte maneira:
“palavra-chave 1”

“palavra-chave 1” AND “palavra-chave 2”

“palavra-chave 1 AND “palavra-chave 2 AND “palavra-chave 3”

“palavra-chave 17 AND “palavra-chave 2” AND “palavra-chave 3” AND
“palavra-chave 4”

YV V V V

Em cada escopo foi identificada a combinacdo de palavras-chave que mais se
aproximava do objetivo da pesquisa, e cuja quantidade de resultados se aproximasse 0
maximo possivel de 100, para que fosse viavel analisar os dados. Assim, foram utilizados
esses dois critérios: 1- resultados mais relevantes na combinacdo de palavras-chave e 2-
resultados mais proximos de 100. Essas combinac@es encontram-se destacadas no Quadro 1.
Podemos observar que a pesquisa 2, apesar de atender o critério 2, com 92 resultados, ndo
atende o critério 1, pois apresentou resultados que ndo incluiam termos relevantes para a
prospec¢do como E. coli, alimentos ou ESBL. Na pesquisa 11, mesmo incluindo a palavra-
chave ESBL — o que deveria restringir —, a palavra-chave beta-lactamase abriu o leque de
busca, apresentando artigos sobre outras beta-lactamases além da ESBL, o que foge do
objetivo. A pesquisa 10, portanto, apesar de ndo ser a mais proxima de 100, foi a que melhor
atendeu a esses dois critérios propostos, mesmo sem restringir o tipo de alimento (de origem
animal), atendendo, portanto, a proposicdo de estudar a presenca de E. coli produtora de
ESBL em alimentos. Dessa forma, a plataforma que atendeu melhor aos dois critérios foi a
Scopus. Por isso, os resultados a seguir apresentados referem-se aos 124 resultados obtidos
com a pesquisa das palavras-chave ESBL, E. coli e food na plataforma Scopus.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando o Quadro 1 acima, pode-se observar que as pesquisas que geraram
maior numero de resultados foram E. coli, beta-lactamase e E. coli em alimentos. Esses temas,
porém, sdo muito abrangentes e ndo refletem o estudo proposto. Ainda deste quadro, extrai-se
a informagdo de que a plataforma Scielo é a que apresenta menor numero de resultados, em
todas as pesquisadas realizadas, provavelmente por se tratar de indexagdo regionalizada
(América Latina e Africa do Sul).

Pode-se observar que os resultados mais proximos de 100 sdo da plataforma
Scielo (92), ap0s pesquisa de beta-lactamase; da Scopus (111), ao buscar por ESBL, E.coli,
beta-lactamase e food; e novamente Scopus (124), ao se pesquisar ESBL, E. coli e food.

A terceira combinacdo, conforme explicado em Material e Métodos, apesar de
ultrapassar levemente os 100 artigos propostos e de nédo restringir o tipo de alimento (de
origem animal), atende a proposicdo de estudar a presenca de E. coli produtora de ESBL em
alimentos, motivo pelo qual foi selecionada para realizar o estudo prospectivo.
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Analisando, portanto, os 124 artigos indexados na plataforma Scopus, percebe-se
que publicacGes a respeito de E. coli produtoras de ESBL em alimentos vem aumentando nos
ultimos 10 anos, o que revela a importancia e visibilidade do tema. Podemos observar no
grafico 1 que, em 2005, foi publicado 1 (um) artigo na plataforma Scopus envolvendo essas
palavras-chave. Ja em 2015, foram cerca de 30. Esse aumento pode estar associado ao
interesse cada vez maior em bactérias super-resistentes, pois esse € um assunto de grande
relevancia e preocupacéo para a saude publica (OMS, 2001, 2012).

40
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Gréafico 1 — Distribuicdo por ano dos artigos publicados entre 2005 e 2015 na plataforma
Scopus constando as palavras-chave ESBL, E. coli e food.

Os principais paises de origem das publicacdes disponiveis na plataforma Scopus
a respeito desse tema na ultima década foram Espanha, Holanda e China (grafico 2). Esse
interesse pode ser explicado tanto regionalmente como globalmente. A China é um dos
maiores importadores e exportadores do mundo, inclusive de alimentos, o que implica em
grande necessidade de monitorar a qualidade e os riscos referentes a transmissao de micro-
organismos e genes de resisténcia pelos produtos que entram e saem do pais (OMC, 2015). A
Holanda, assim como Noruega e Dinamarca, regula pesadamente o mercado de alimentos e
uso de antibiéticos médicos e produtos agricolas. A nova estirpe de bactéria MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) multirresistente foi encontrada pela primeira
vez na Holanda em 2003, sendo responsavel por quase metade dos casos de infecgdes por
MRSA em humanos nesse pais (TAVERNISE, 2013). Ja a Espanha foi acusada no ano de
2011 por um grande surto envolvendo 13 nacgdes europeias, totalizando 2153 doentes e 125
mortes, das quais 22 foram na Alemanha. A variante de E. coli envolvida nesse surto foi
identificada como 0104. Todos esses eventos envolvendo bactérias super-resistentes
coincidem com o aumento de publicacdes sobre E. coli produtora de ESBL a partir de 2005, e
mais vastamente a partir de 2010 nesses paises € no mundo. Apesar da importancia e
visibilidade do tema proposto, somente quatro artigos relatando pesquisas no Brasil foram
identificados na plataforma Scopus, e todos analisaram somente frangos ou carne de frango,
provavelmente por ser o Brasil o lider mundial de exportacGes desse produto e pelo fato
desses animais serem geralmente manejados em confinamento, 0 que aumenta o risco de
ocorréncia de doengas infecciosas entre os animais (FERREIRA et al., 2014a; FERREIRA et
al., 2014b; BOTELHO et al., 2015; KOGA et al., 2015).
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Gréafico 2 — Distribuicdo dos artigos publicados entre 2005 e 2015 na plataforma Scopus
constando as palavras-chave ESBL, E. coli e food dentre os 20 principais
paises.

No gréfico 3, observa-se a distribuicdo dos artigos entre as instituicbes de ensino,
que corrobora com a distribuicdo por paises, ndo necessariamente na mesma ordem. O
National Institute of Public Health and Environment, de Biltoven, Holanda, aparece em
primeiro lugar, com oito publicacdes. Este érgdo tem a funcdo de monitorar tudo que seja
relacionado a resisténcia antimicrobiana no pais, incluindo a ocorréncia de infeccdes por
bactérias resistentes na populacao, e de aconselhar o Ministro da Saude, Bem-estar e Esporte
da Holanda. As bactérias resistentes mais frequentes na Holanda, bem como na Europa, e
sobre as quais estes paises mantém o foco priméario sdio MRSA (Staphylococcus aureus
resistente a meticilina), VRE (Enterococos resistentes a vancomicina), bactérias produtoras de
ESBL e bactérias resistentes a carbapenem. O fato de as bactérias produtoras de ESBL serem
um dos principais micro-organismos de monitoramento desta instituicdo explica a sua
primeira colocacgdo no gréfico. Ja a Universidad de La Rioja, em Logrofio, Espanha, segunda
colocada, € a instituicdo de origem do autor que mais publicou sobre o tema entre 2005 e
2015 na plataforma Scopus.
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Gréafico 3 — Distribuicdo dos artigos publicados entre 2005 e 2015 na plataforma Scopus
constando as palavras-chave ESBL, E. coli e food entre as dez principais
instituicoes.

O grafico 4 mostra os dez principais autores que publicaram sobre E. coli
produtora de ESBL em alimentos. Observa-se que 0s mesmos sao dos paises e/ou instituicdes
gue mais publicaram sobre o tema, o que confirma a solidez e poder dos dados levantados.
Torres, Carmen, a primeira colocada, pertence a Area de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidad de La Rioja, na Espanha, a segunda instituicdo e o primeiro pais que mais
publicaram sobre o tema. Torres teve participacdo em sete dos sete artigos publicados pela
instituicdo no periodo e plataforma estudados. Em seis deles, foi Gltimo autor, posicdo
geralmente ocupada pelo coordenador do projeto. Dos sete trabalhos, dois analisaram
amostras de Portugal e cinco, da Tunisia. Foram estudadas E. coli (seis artigos) e
Enterobacteriaceae (um artigo) produtoras de ESBL, oriundas de diferentes matrizes (animais,
alimentos, solo e agua).
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Gréfico 4 — Principais autores dos artigos publicados entre 2005 e 2015 na plataforma Scopus
constando as palavras-chave ESBL, E. coli e food.

Os trés periodicos indexados pela plataforma Scopus mais escolhidos para
publicagdo do tema foram International Journal of Food Microbiology, Foodborne
Pathogens and Disease and Journal of Food Protection. Tais revistas apresentam
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classificacdo Qualis A2, B1 e B1, respectivamente, para a area de Ciéncia de Alimentos.
Demais sete principais periédicos podem ser visualizados no gréfico 5.

Diagn. Microbiol. Infect, Dis.
Clin. Microbiol. Infect.
Appl. Environ. Microbiol.

2 Microb. Drug Resist.
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Gréfico 5 — Distribuicdo dos artigos publicados entre 2005 e 2015 na plataforma Scopus
constando as palavras-chave ESBL, E. coli e food entre os dez principais
periddicos.

Dentre os 124 resultados da pesquisa por ESBL, E. coli e food na plataforma
Scopus, 11 foram considerados fora do escopo, por ndo abordarem sobre ESBL ou alimento
ou, a0 menos, sobre a cadeia produtiva dos alimentos de origem animal. Outros 15 se
tratavam de revisdes e ndo de artigos originais. Os 98 restantes, como pode ser verificado no
grafico 6, exploraram os seguintes tipos de amostra e suas combinagdes: produtos de origem
animal (incluindo swabs de carcaca); outros tipos de alimentos; animais de producéo (fezes,
6rgdos ou swabs); humanos (secre¢des, fezes ou outras excre¢des), fazenda (ambiente ou
trabalhadores) e ambiental (Agua, esgoto ou ambiente de frigorifico).
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Gréafico 6 — Distribuicdo dos 98 artigos cujo tema abordado corresponde a pesquisa de ESBL,
E. coli e food na plataforma Scopus, por origem dos isolados estudados. POA:
produtos de origem animal; Outros alim.: outros alimentos; anim de prod:
animais de producdo.

O gréafico mostra que os tipos de amostra mais estudados tém sido produtos de
origem animal e animais de producdo. Porém, em sua maioria, 0s artigos costumam analisar
apenas um tipo de produto ou uma Unica espécie animal, deixando espaco para um estudo
comparativo da presenca de E. coli produtora de ESBL entre diferentes produtos e/ou
diferentes espécies, o que ja foi feito em alguns paises (BLANC et al., 2006; MACHADO et
al., 2008; HORTON et al., 2011; GESER; STEPHAN; HACHLER, 2012; SALLEM et al.,
2012; BARDON et al., 2013; TAMANG et al., 2013; PATTERNEL et al., 2014; RAO et al.,
2014; RASHEED et al., 2014).

Outra informacdo a se extrair dos 98 artigos considerados dentro do escopo €é que
nem todos analisaram apenas E. coli, apesar da tentativa de restricdo (Grafico 7). Outros
micro-organismos, como Klebsiella pneumoniae, Salmonella, Staphylococcus aureus,
Enterococcus e Acinetobacter também foram estudados (HALSTED; ABID; DOWZICKY,
2007; HIROI et al., 2012; SEIFFERT et al., 2013; SORAAS et al., 2013; EGERVARN et al.,
2014; PATTERNEL et al., 2014; BENINATI et al., 2015; CLEMENTE et al., 2015).
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Grafico 7 — Distribuicdo por micro-organismos dos 98 artigos cujo tema abordado
corresponde a pesquisa de ESBL, E. coli e food na plataforma Scopus.

4 CONCLUSAO

O tema resisténcia antimicrobiana é de interesse mundial, e a alimentacdo € uma
das formas mais faceis de disseminacdo de micro-organismos e de genes de resisténcia,
devido a comercializagdo globalizada. Por isso, analisar as possiveis diferencas entre as
espécies quanto a capacidade de producdo de ESBL pode subsidiar a avaliacdo dos atuais
métodos de producdo animal, permitindo modifica-los ou adapta-los com enfoque no uso
mais racional dos antibidticos pelos profissionais da area, bem como a administracdo
cautelosa desses medicamentos nos seres humanos, a fim de evitar presséo seletiva nos micro-
organismos.

5 PERSPECTIVAS

A quantidade de estudos, no mundo, sobre o papel dos alimentos na transmissao
de micro-organismos produtores de ESBL tem aumentado na Ultima década. No entanto,
ainda pouco se sabe a respeito desse tema no Brasil, em parte pela ndo popularizacdo das
técnicas da biologia molecular, a exemplo do PCR, no monitoramento e rastreamento desses
micro-organismos super-resistentes. Assim, mais dados cientificos referentes a esses assuntos
precisam ser publicados, sendo necessario identificar a prevaléncia das familias dos genes de
resisténcias. Isso € pré-requisito fundamental para subsidiar uma atualizacdo de politicas
publicas concernentes ao controle de residuos e contaminantes em alimentos de origem
animal e para colaborar com a promoc¢édo da qualidade do sistema de producdo animal no
Brasil.
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A parte que ignoramos é muito maior que tudo quanto sabemos.
Platdo
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ABSCTRACT

The aim of this study was to identify serologically and analyze the antimicrobial resistance
profile of E. coli in foods of animal origin commercialized in Brazil, and its ability to produce
extended-spectrum beta-lactamase. Isolates from milk, beef, fish, pork and chicken (n=105),
collected between 2006 and 2013, were analyzed. The serology of 101/105 isolates were
applied by slide agglutination test. The disk diffusion susceptibility test was applied for
resistance profile determination. The method of double disk synergy test (DDST) was used
for confirming ESBL production. Thirteen percent of strains (13/101) were positive for
diarrheagenic E. coli (EPEC, EIEC, EHEC). Multidrug resistance was observed in 48.5%
(51/105) of isolates and 70% (74/105) were resistance to one or more antibiotics. The strains
showed increased resistance to tetracycline (60/105); and greater sensitivity to amikacin
(102/105). Twelve percent (13/105) of strains were positive for ESBL, 92% (12/13) of these
coming from chickens.

PRACTICAL APPLICATIONS

Escherichia coli is one of the most frequent microorganisms involved in outbreaks of
foodborne illnesses in Brazil and it has the extended-spectrum B-lactamases (ESBL) as a
major mechanism of antimicrobial resistance. Little is known in Brazil about the role of the
food chain in the transfer of resistance genes for ESBL. In this study, it was found that
consumers are exposed to more risk when eating chicken, and that tetracycline and ampicillin
were the antimicrobials less efficient due probably to excessive use in veterinary medicine.
These results suggest the necessity of a more rigorous surveillance by the government and
greater awareness of health professionals, human and animal, on the use of antimicrobials.
Given that food supply is nowadays due to international trade, with resistance genes and
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resistant microorganisms being spread from a origin country to another, these results may be
important not only for Brazil, but also for other countries.

Key-words: Enterobacteriaccea. Multidrug resistance. ESBL. Products of animal origin.
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1 INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo utilizados h& décadas na producdo animal tanto para o
tratamento de doengas quanto para promoc¢éo de crescimento dos animais, vindo a auxiliar no
aumento da eficiéncia alimentar e produtividade. Porém o uso continuo e descontrolado
dessas substancias implicou no surgimento de algumas desvantagens, tal como a ocorréncia
de residuos nos alimentos de origem animal. A ingestdo de residuos de antimicrobianos pode
desencadear fendmenos alérgicos e alterar o equilibrio da microbiota do trato intestinal dos
consumidores, além de selecionar genes de resisténcia e/ou bactérias resistentes a tais
substancias entre os representantes da microbiota natural do intestino humano (Rigos,
Bitchava and Nengas, 2010), significando, portanto, um potencial problema de satde publica.
Por isso, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda o conhecimento das taxas locais de
resisténcia bacteriana como uma estratégia que visa 0 uso racional dos antimicrobianos
(WHO 2001).

Escherichia coli caracteriza-se como uma bactéria comumente encontrada no
intestino de humanos e mamiferos, sendo constantemente reconhecida como agente etioldgico
de infeccBes em diferentes tecidos e sistemas organicos em humanos (Kaper, Nataro and
Mobley 2004, Konemann et al 2008). A maioria dos isolados de E. coli sdo indcuos, porém
alguns podem causar severas doencas de origem alimentar, incluindo Sindrome Urémica
Hemolitica, especialmente em criancas e idosos (WHO, 2011). Além disso, E. coli é citada
como uma das bactérias mais frequentemente envolvidas em surtos alimentares no Brasil,

atras apenas de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (Brasil 2015).

Os antimicrobianos B-lactamicos tém sido o tratamento de escolha no controle de
infecgBes bacterianas causadas por bactérias Gram-negativas. Entretanto, as p-lactamases
continuam sendo a principal causa de resisténcia bacteriana aos B-lactamicos e o principal
mecanismo de resisténcia de tais bactérias. Devido a isso, novos antimicrobianos foram
desenvolvidos, e a pressdo seletiva gerou mutacdes nos genes decodificadores das [-
lactamases cléssicas, ampliando seu espectro de inativacdo. Por isso, a producdo de f-
lactamases de espectro estendido (do inglés, ESBL) por enterobactérias representa um grande
problema na terapia de doencas infecciosas. Estas enzimas conferem resisténcia as

penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Dentre 0s micro-organismos com maior
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producdo de ESBL destacam-se Klebsiella pneumoniae e E. coli (Korzeniewska and Harnisz
2013).

O trato gastrintestinal, de humanos e animais, € um importante reservatorio de
bactérias produtoras de ESBL (Trot 2013). Assim, uma vez que constantemente se identifica a
contaminacgdo de diversos tipos de produtos alimentares por bactérias da microbiota residente
do homem (dentre as quais pode haver isolados produtores de ESBL), e que a ingestdo de tais
produtos pode levar a selecdo de isolados resistentes e/ou transferéncia de genes de
resisténcia, faz-se necessario investigar a participacdo da cadeia alimentar no processo de

disseminacdo de bactérias produtoras de ESBL.

O objetivo desse trabalho, portanto, foi identificar sorologicamente, analisar o
perfil de resisténcia aos antimicrobianos e a producdo de ESBL em isolados de E. coli

oriundos de diferentes alimentos de origem animal comercializados no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Um total de 105 isolados de E. coli provenientes de amostras de leite e de carne
de pescado, bovino, suino e frango e seus derivados, coletados no Estado Bahia (Brasil), entre
2006 e 2013, pertencentes as colecdes do Laboratorio de Sanidade Animal da Agéncia de
Defesa Agropecuaria da Bahia, do Laboratério de Inspecdo e Tecnologia de Carne e
Derivados da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e do Laboratorio de Estudos em Microbiologia de Alimentos da Faculdade de
Farmacia da UFBA, foram analisados no presente estudo. Os isolados encontravam-se
estocados em caldo cérebro coracdo (do inglés, BHI) (Prodimol, Belo Horizonte, Brasil) com
50% de glicerol, a -22°C, e foram reativadas por incubacdo em caldo BHI a 35°C por 24h.

Para a sorologia, apos incubagcdo em BHI, os isolados foram semeados em agar
triptona de soja (TSA) (Acumedia, Lansing, EUA) e incubadas a 35°C/48h para o
crescimento bacteriano. Apoés essa etapa, aliquotas do crescimento bacteriano foram colhidas
com alca de platina estéril e suspendidas em 0,5 mL de solugéo salina a 0,85% até a formagéo
de uma suspensdo suficientemente espessa e leitosa. Aliquotas de aproximadamente 0,2 mL
dessa solugdo foram utilizadas para a realizagdo da prova de aglutinagdo em lamina e
agregadas ao soro comercial Probac ® (Santa Cecilia, Brasil) anti E. coli enteropatogénica
(EPEC) polivalente A, B e C, soro anti E. coli enteroinvasiva (EIEC) polivalente Ae B e

soro anti E. coli enterohemorragica (EHEC) na proporcdo de aproximadamente 0,2 mL da
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suspensdo bacteriana para aproximadamente 0,5mL do soro, como recomendado pelo
fabricante. Para o controle negativo, substituiu-se a suspenséo bacteriana por solucéo salina a
0,85%. A mistura da suspenséo bacteriana com o antisoro foi movimentada em placa de vidro
por aproximadamente 2 minutos para a observacdo da aglutinacdo do conjugado. As reacgdes
que resultaram na formacdo de um agregado completo de particulas no espago de tempo
inferior a 2 minutos foram consideradas positivas. Por outro lado, foram consideradas
negativas as reacGes que ndo apresentaram aglutinacdo, ou cuja aglutinacdo foi parcial, ou
aglutinaram num espaco de tempo superior a 2 minutos ou aglutinaram com dois soros

polivalentes diferentes (Edwards and Ewing 1972; Koneman 2008).

A fim de investigar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos, foi utilizado o
teste de disco-difusdo de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Intitute (CLSI 2012; CLSI 2013). Ao todo, quatorze antibiéticos (Laborclin, Pinhais, Brasil)
foram testados: ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg), amicacina (30 ug), gentamicina (10
pg), imipenem (10 pg), amoxicilina (10 ug), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug),
cefalotina (30 pg), sulfametoxazol (1,25 pg)/trimetoprima (23,75 pg) ou sulfazotrim,
ceftriaxona (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pug) e aztreonam (30 pg). Em cada
placa de Petri, de 90 mm de diametro, contendo agar Miiller-Hinton, (Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA) foram colocados cinco discos. As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 16 a
18 horas. A leitura foi realizada medindo-se os didmetros dos halos, e os resultados foram
expressos como sensivel (S), sensibilidade intermediaria (1) ou resistente (R) tomando como
base os critérios estabelecidos pelo CLSI (2013) (Apéndice A).

Para a deteccdo fenotipica de producdo de ESBL foi realizado o DDST (double
disk synergy test) (Figura 1) (Ojer-Usoz et al. 2014) . Neste teste, placas de Petri contendo
agar Muller-Hinton (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foram inoculadas, com auxilio de um
swab, a partir de solucdes salinas com turvacao equivalente a 0,5 da escala de MacFarland, as
guais foram medidas com um densitdmetro (Biosan, EUA). Em seguida, um disco de
amoxicilina/acido clavulanico (20/10 ug) foi disposto no centro da placa e, ao seu redor, 0s
discos de cefalosporinas (ceftriaxona, cefitazidima e cefotaxima) e de aztreonam, distantes 20
mm do disco central. O resultado foi considerado positivo para producdo de ESBL quando
surgiu uma zona extra (“zona fantasma”) ou um alargamento do halo de inibicdo das
cefalosporinas. A cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle negativo do DDST e
positivo do antibiograma, enquanto a Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 foi o inverso.
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Figura 1. Double-disc synergy test (DDST).

No DDST, dispdem-se ao redor de um disco central de amoxicilina/acido clavulanico (A) discos de
cefalosporinas, tais como ceftriaxona (B1), ceftazidima (B2) e cefotaxima (B3), e de aztreonam (C),
distantes 20 mm do disco central (D). O resultado sera considerado positivo para producgdo de f-
lactamase de espectro estendido (ESBL) se ocorrer alargamento do halo de inibi¢do (E1) ou formacéo
de uma zona extra (“zona fantasma”) (E2) entre o disco central e qualquer um dos discos testados.

Fonte: arquivo pessoal.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os isolados analisados, 18/105 (17%) originaram-se de amostras de
produtos lacteos; 7/105 (7%) de carne bovina; 61/105 (58%) de frango e derivados, 16/105
(15%) de pescado, 1/105 (1%) de derivado de suino e 2/105 (2%) de linguiga mista, coletados
em 19 cidades do Estado da Bahia (Apéndice B).

Do total de 105 isolados, 101 foram testados sorologicamente para identificacéo
de E. coli diarreiogénicas (DEC), dos quais 13 (13%) foram positivos. Destes, 7/13 (54%)
foram provenientes de amostras de carne de frango, 4/13 (31%) de leite e derivados, 1/13
(8%) de pescado e 1/13 (8%) de linguica mista. Foram identificados 6/101 (6%) de E. coli
enteropatogénicas (EPEC), 6/101 (6%) de entero-invasivas (EIEC) e 1/101 (1%) de entero-
hemorragica (EHEC) (Tabela 1). Os isolados de EIEC apresentaram maior frequéncia de

resisténcia a ampicilina, tetraciclina, amoxicilina e sulfazotrim (todos com 67% de frequéncia
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de resisténcia, 4/6); as maiores frequéncias de resisténcia entre os isolados de EPEC foram a
amoxicilina e cefotaxima (ambos 50%, 3/3), e o de EHEC foi resistente a ampicilina,
amoxicilina, cloranfenicol, cefalotina e sulfazotrim. Estudos anteriores, em diversos paises,
com alimentos, animais ou fezes humanas e animais, detectaram percentuais de resisténcia
tanto menores quanto maiores que o presente estudo, mas todos identificaram a tetraciclina e a
ampicilina como dois dos antimicrobianos com mais alto indice de resisténcia em isolados de
E. coli diarreiogénica (Bii et al. 2005, Canizalez-Roman et al. 2013, Adenipekun et al. 2015,
Hemmatinezhad et al. 2015, Shah et al. 2015).

Tabela 1. Porcentagem de resisténcia de isolados diarreiogénicos de E. coli provenientes de produtos de
origem animal frente a 14 antimicrobianos.

Percentual de resisténcia*

Antibidticos EIEC (n=6/101) EPEC (n=6/101) EHEC (n=1/101) DEC (n=13/101)
Ampicilina 67 (4/6) 33 (2/6) 100 (1/1) 54 (7/13)
Tetraciclina 67 (4/6) 33 (2/6) 0 46 (6/13)
Amicacina 17 (1/6) 0 0 8 (1/13)
Gentamicina 0 0 0 0
Imipenem 50 (3/6) 17 (1/6) 0 31 (4/13)
Amoxicilina 67 (4/6) 50 (3/6) 100 (1/1) 62 (8/13)
Ciprofloxacino 33 (2/6) 17 (1/6) 0 23 (3/13)
Cloranfenicol 0 17 (1/6) 100 (1/1) 15 (2/13)
Cefalotina 33 (2/6) 33 (2/6) 100 (1/1) 38 (5/13)
Sulfazotrim 67 (4/6) 17 (1/6) 100 (1/1) 46 (6/13)
Ceftriaxona 17 (1/6) 33 (2/6) 0 23 (3/13)
Ceftazidima 0 33 (2/6) 0 15 (2/13)
Cefotaxima 17 (1/6) 50 (3/6) 0 31 (4/13)
Aztreonam 0 33 (2/6) 0 15 (2/13)
Resist. > 1 100 (6/6) 67 (4/6) 100 (1/1) 85 (11/13)
Multirresist. 50 (3/6) 33 (2/6) 100 (1/1) 46 (6/13)
ESBL 0 17 (1/6) 0 8 (1/13)

*QOs percentuais de resisténcia se referem aos resultados resistente e intermediario. n.: nimero de isolados/total
testados sorologicamente. EIEC: E. coli enteroinvasiva. EPEC: E. coli enteropatogénica. EHEC: E. coli enterro-
hemorragica. DEC: E. coli diarreiogénica. Resist. > 1: resistente a pelo menos 1 disco. Multirrest.: multirresisténcia
(3 ou mais discos). ESBL.: produtoras de ESBL.

Do total de isolados analisados, 24/105 (23,5%) foram sensiveis aos 14 antibidticos
testados, enquanto 51/105 (48,5%) foram resistentes ao menos a trés antibidticos, ou seja,
apresentaram multirresisténcia (Van et al. 2008). Os isolados apresentaram maior frequéncia
de resisténcia a tetraciclina (60/105, 57%), amoxicilina (45/105, 43%) e ampicilina (44/105,
42%); e maior frequéncia de sensibilidade a amicacina (102/105, 97%), imipenem (94/105,

89%) e gentamicina (93/105, 88%) (Tabelas 2 e 3). Tais resultados corroboram com estudos
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anteriores de Arslan and Eyi (2011), que detectou maior frequéncia de resisténcia a ampicilina
(36/72, 50%) dentre os isolados de E. coli, oriundos de carne de varejo comercializados na
Turquia; de Ryu et al (2012), que identificou maior frequéncia de resisténcia a tetraciclina
(15/96, 16%) dentre os isolados de E. coli provenientes de alimentos comercializados em
Seoul, Coreia do Sul; de Rasheed et al (2014), que observou maior frequéncia de resisténcia a
ampicilina e amoxicilina (20/99, 20%), seguidas da tetraciclina (19/99, 19%) dentre os
isolados de E. coli derivados de alimentos comercializados em Hyderabad, india, e de Melo et
al (2015), que identificou maior frequéncia de resisténcia a tetraciclina (25%, n=36) e
ampicilina (11%, n=36), dentre os isolados de E. coli oriundos de alimentos provenientes do
Brasil.

Tabela 2. Taxas de susceptibilidade de 105 isolados de E. coli, provenientes de
produtos de origem animal, frente a 14 antibidticos.

NUmero de isolados (%)

Antimicrobianos Resistente Intermediério Sensivel
Ampicilina 44 (42%) 0 61 (58%)
Tetraciclina 60 (57%) 1 (1%) 44 (42%)
Amicacina 1 (1%) 2 (2%) 102 (97%)
Gentamicina 8 (8%) 4 (4%) 93 (88%)
Imipenem 1 (1%) 10 (10%) 94 (89%)
Amoxicilina 45 (43%) 6 (6%) 54 (51%)
Ciprofloxacino 6 (6%) 20 (19%) 79 (75%)
Cloranfenicol 16 (15%) 0 89 (85%)
Cefalotina 28 (27%) 12 (11%) 65 (62%)
Sulfazotrim 38 (36%) 0 67 (64%)
Ceftriaxona 18 (17%) 10 (10%) 77 (73%)
Ceftazidima 9 (8%) 6 (6%) 90 (86%)
Cefotaxima 18 (17%) 8 (8%) 79 (75%)

Aztreonam 12 (11%) 7 (7%) 86 (82%)
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Tabela 3. Porcentagem de resisténcia de 105 isolados de E. coli, provenientes de diferentes produtos de origem animal,
frente a 14 antibioticos.

Porcentagem de resisténcia*

Antibiotico Frango e der. (n=61) Bovino (n=7) Pescado (n=16) Leite e der. (n=18) Der. de suino (n=1) Linguica mista (n=2)
Ampicilina 56 0 13 33 0 100
Tetraciclina 82 14 31 11 100 100
Amicacina 2 0 0 6 0 50
Gentamicina 16 0 0 11 0 0
Imipenem 8 14 0 11 100 100
Amoxicilina 62 29 13 39 0 100
Ciprofloxacina 41 0 6 0 0 0
Cloranfenicol 21 0 0 11 100 0
Cefalotina 51 29 6 28 0 50
Sulfazotrim 54 0 13 11 0 50
Ceftriaxona 41 0 6 11 0 0
Ceftazidima 23 0 0 6 0 0
Cefotaxima 39 0 0 11 0 0
Aztreonam 28 0 0 11 0 0
Resist. z 1 92 14 38 50 100 100
Multirresist. 67 14 13 22 100 100

*Os percentuais de resisténcia se referem aos resultados resistente e intermediario. der.: derivado. n: mimero de amostras. Resist. > 1: resistente a
pelo menos um disco. Multirrest.: Multirresisténcia (3 ou mais discos).

Dentre os isolados de pescado e derivados, 0 presente trabalho identificou 31%
(5/16) de frequéncia de resisténcia a tetraciclina, 13% (2/16), a ampicilina, amoxicilina e
sulfametoxazol-trimetoprima, e 6% (1/16) ao ciprofloxacino. Aos demais antimicrobianos
testados observou-se 94% (15/16) ou 100% (16/16) de frequéncia de sensibilidade (Tabela 3).
Barbosa et al (2014), analisando isolados de E. coli oriundos de agua e peixes de lagoas de
pesque-e-pague em Sdo Paulo, Brasil, observaram 100% na frequéncia de sensibilidade a
cloranfenicol, enquanto o presente trabalho detectou um percentual de 85% dentre todos os
isolados analisados, porém igualmente 100% dentre os oriundos de pescado. Os mesmos
autores identificaram, ainda, 100% de frequéncia de sensibilidade a ampicilina entre os
isolados oriundos da agua; a tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima dentre os isolados do
trato gastro-intestinal; e a ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima dentre os
isolados oriundos dos musculos dos peixes. A maior frequéncia de sensibilidade a tetraciclina
e ampicilina observadas por Barbosa et al (2014) em oposi¢do & maior frequéncia de
resisténcia aos mesmos antibioticos detectadas no presente trabalho pode se dever ao fato dos
isolados utilizados no presente estudo terem sido oriundos de atividades de extrativismo,
enquanto aqueles estudados por Barbosa et al (2014) foram provenientes de ambiente
aquatico confinado, onde h& um maior controle da exposicéo a antibidticos dos animais e de
seu habitat.
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O risco de ocorréncia de doenca veiculada por alimento relacionado ao consumo
de pescado contaminado se deve ndo apenas a sua ingestdo em si, mas também a sua
manipulacdo durante a operacdo de limpeza, visto que a superficie dos animais pode estar
contaminada pela agua, acarretando em contaminacdo cruzada entre superficies, utensilios e

mé&os de manipuladores (Barbosa et al, 2014).

Quanto aos isolados de carne de frango e derivados, 80% (49/61), 59% (36/61) e
56% (34/61) foram resistentes a tetraciclina, amoxicilina e ampicilina, respectivamente.
Frente a amicacina, imipenem e gentamicina, porém, foi observada frequéncia de
sensibilidade de 98% (60/61), 92% (56/61) e 84% (51/61), respectivamente (Tabela 3).
Resultados similares quanto aos antimicrobianos ampicilina e gentamicina foram verificados
por Skockova et al (2015a), que analisaram a resisténcia antimicrobiana de isolados de E. coli
oriundos de carnes comercializadas na Republica Tcheca. Porém, o estudo também detectou
frequéncia de resisténcia maior ao ciprofloxacino e menor a tetraciclina, sulfametoxazol-
trimetoprima, cloranfenicol e cefotaxima quando comparado aos dados do presente trabalho.
Por outro lado, Van et al (2008), no Vietnd, detectaram resisténcia maior a cloranfenicol e
gentamicina do que ambos os trabalhos. Apenas quanto ao ciprofloxacino sua resisténcia foi
menor que a dos isolados da Republica Tcheca, porém maior que as do Brasil. Pesquisadores
do Brasil e Vietnd encontraram resultados semelhantes quanto a frequéncia de resisténcia a
tetraciclina, enquanto os trés trabalhos observaram frequéncia de resisténcia semelhante a

ampicilina, corroborando com Le et al (2015), também do Vietna.

Houve diferencas entre os isolados em relacdo a multirresisténcia. Dentre 0s
isolados de amostras de carne de frango, Skockova et al (2015a), na Republica Tcheca,
detectaram 51,7% multirresistentes, contra 67% (41/61) observados no presente trabalho e
89,5%, verificados por Van et al (2008), no Vietnd. Segundo Van et al (2008), o controle e a
epidemiologia do uso de antimicrobianos no Vietnd ainda séo recentes. Inversamente, a Uniéo
Europeia possui um dos mais antigos sistemas de controle do uso de antimicrobianos do
mundo, enquanto o Brasil encontra-se entre os dois extremos. Os resultados encontrados pelos
trés grupos de pesquisa demonstram que o controle do uso dessas substancias € uma das mais
eficientes formas de conter a disseminacdo das bactérias multirresistentes, conforme
preconizado pela Organizacdo Mundial de Saiude (WHO 2012). Torna-se importante que tal
esforgo seja concomitante em todos os paises, posto que, devido ao comércio internacional e &
globalizacdo, a presenca de micro-organismos ndo se restringe a seus locais de origem, mas

disseminam-se e podem trocar genes de resisténcia nos paises de destino, motivo pelo qual a
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resisténcia antimicrobiana € uma preocupacdo de salde publica mundial (Paphitou, 2013;
Allen, 2014; Skockova et al 2015a).

Com relagdo aos isolados oriundos de carne de bovino e derivados, tanto o
presente trabalho quanto Skockova et al (2015a) e Van et al (2008) ndo observaram
resisténcia a gentamicina e ciprofloxacino. Também ndo foram detectados isolados resistentes
a imipinem, assim como os estudados por Egervarn et al (2014), que analisaram 42 amostras
de carne bovina importadas da América Latina pela Suécia, das quais 18 foram oriundas do
Brasil. O presente trabalho detectou resisténcia a tetraciclina (1/7, 14%), cujo percentual foi
maior que o dos isolados da Republica Tcheca (6,6%) (Skockova et al 2015a) e menor que o
percentual dos do Vietna (60%) (Van et al 2008), levando a mesma discussdo tratada quanto a

multirresisténcia dos isolados oriundos de carne de frango e derivados.

O presente trabalho analisou um isolado oriundo de derivado de suino, o qual foi
resistente a tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprima (Tabela 3). O isolado foi
sensivel a imipenem, assim como os isolados de 31 amostras de carne suina importada pela
Suécia analisados por Egervarn et al (2014). Confirmando a ponderacdo quanto a
multirresisténcia de isolados oriundos de carne de frango, também os provenientes de carne
suina no Vietnd (Van et al 2008) apresentaram maior resisténcia aos antibi6ticos testados
também por Skockova et al (2015a) (ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina e
ciprofloxacino). Porém, o percentual de multirresisténcia foi menor, sendo 31,3% no Vietna,
contra 75% na Suécia. Acredita-se que 0 baixo indice de multirresisténcia dos isolados
oriundos de carne de suinos no Vietnad pode, de alguma forma, estar associado a sua reduzida
participacdo no comércio internacional de animais e produtos de origem animal, o que reduz a

entrada de micro-organismos resistentes no pais.

Dentre os isolados oriundos de leite e derivados, foram observados 33% (6/18),
39% (5/18) e 28% (3/18) de frequéncia de resisténcia a ampicilina, amoxicilina e cefalotina,
respectivamente, e 22% (4/18) de multirresisténcia. Demais antibioticos apresentaram entre
89% (16/18) e 100% (18/18) de frequéncia de sensibilidade (Tabela 3). Skockova et al
(2015b), analisando amostras de leite cru na Republica Tcheca, também encontraram maior
frequéncia de resisténcia entre 0s beta-lactamicos (31,8%). O percentual de multirresisténcia,
porém, foi menor do que o do presente estudo (5,5%), provavelmente devido ao maior

controle do uso de antimicrobianos na producéo animal naquele pais.
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A resisténcia antimicrobiana pode ocorrer por mutacdo genética (resisténcia
intrinseca) ou por aquisicao de elementos genéticos mdveis, como plasmideos e transposons,
através de conjugacao, transducdo ou transformacéo (resisténcia adquirida). Quando se utiliza
antimicrobianos, a pressdo seletiva destes favorece bactérias possuidoras de mecanismos de
resisténcia, as quais adquirem vantagem de sobrevivéncia e transmitem para outras bactérias
seus genes de resisténcia (MacGowan and Macnaughton 2013). Micro-organismos que
possuem resisténcia adquirida representam um risco maior para a saude publica que aqueles
gue possuem resisténcia intrinseca. Isto porque os elementos genéticos moveis, além de serem
mais facilmente transferidos entre micro-organismos, podem possuir genes de resisténcia a
mais de um antimicrobiano, tornando 0s micro-organismos que os adquire multirresistentes, o
que reduz a probabilidade de sucesso da antibioticoterapia (Garcia-Alvarez et al 2012; Trot
2013). A alta frequéncia de resisténcia a tetraciclina, amoxicilina e ampicilina encontrada no
presente trabalho apresenta-se, portanto, como um resultado de grande relevancia, ndo apenas
por se tratarem de antimicrobianos largamente utilizados na medicina humana, mas pelo fato
de seus genes de resisténcia estarem geralmente presentes em elementos mdveis (Sunde and
Norstrom 2006; Lim et al 2009; Ozgumus et al 2009; Akortha, Aluyi and Enerrijiofi 2011).

Quanto a producdo de ESBL, identificou-se 13 isolados (13/105, 12,7%)
fenotipicamente positivos. Dentre estes, 92% (12/13) foram oriundos de carne de frango e
derivados e 8% (1/13), de derivado de leite, coletados em seis cidades do Estado. Observou-se
ainda que 100% (13/13) desses isolados foram sensiveis a imipenem. Por outro lado, 92%
(12/13) foram resistentes a cefalotina; 85% (11/13) a ampicilina e amoxicilina e 77% (10/13)
a tetraciclina (Tabela 4). Dentre os 13 isolados de DEC, apenas um (1/13, 8%) foi produtor de
ESBL, o qual foi identificado como EPEC, proveniente de uma amostra de carne de frango.
Rasheed et al (2014) encontraram incidéncia menor (4%) de E. coli produtoras de ESBL e
frequéncia de sensibilidade de 100% a imipenem e a cloranfenicol. Eles observaram, ainda,
que todos os isolados produtores de ESBL foram sensiveis a ceftazidima e cefotaxima,
enquanto o presente trabalho encontrou percentuais de sensibilidade de 62% (8/13) e 23%
(3/13), respectivamente. 1sso pode estar relacionado a um maior controle governamental da
comercializagdo e/ou uma menor frequéncia no uso desses antimicrobianos na india em
comparacdo ao Brasil, levando a uma menor exposi¢éo, e consequentemente menor taxa de

resisténcia, dos micro-organismos daquele pais a tais substancias.
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Tabela 4. Taxas de sucetibilidade dos 13 isolados de E. coli produtores de beta-lactamases de amplo
espectro (ESBL) frente a 14 antibioticos testados.

Numero de isolados (%)

Antimicrobianos Resistente Intermediério Sensivel
Ampicilina 11 (85%) 0 2 (15%)
Tetraciclina 10 (77%) 0 3 (23%)
Amicacina 1 (8%) 0 12 (92%)
Gentamicina 3 (23%) 1 (8%) 9 (69%)
Imipenem 0 0 13 (100%)
Amoxicilina 11 (85%) 0 2 (15%)
Ciprofloxacino 0 7 (54%) 6 (46%)
Cloranfenicol 2 (15%) 0 11 (85%)
Cefalotina 12 (92%) 0 1 (8%)
Sulfazotrim 7 (54%) 0 6 (46%)
Ceftriaxona 8 (62%) 3 (23%) 2 (15%)
Ceftazidima 2 (15%) 3 (23%) 8 (62%)
Cefotaxima 8 (62%) 2 (15%) 3 (23%)
Aztreonam 6 (46%) 2 (15%) 5 (39%)

O Brasil tem grande destaque no mercado internacional de carne de frango, sendo
o0 terceiro maior produtor e o principal exportador deste produto. Seus maiores importadores
sdo Japdo, Arabia Saudita, México e Unido Europeia. A identificacdo de um alto percentual
de isolados positivos para producdo de ESBL oriundas de carne de frango e derivados, como
0 encontrado no presente trabalho, é um fator que pode prejudicar as exportacGes brasileiras,
tendo em vista o alto nivel de exigéncia sanitaria desses paises importadores (Silva and
Lincopan 2012; USDA, 2015). O presente resultado corrobora com os achados de Egervarn et
al (2014), que analisaram a presenca de E. coli produtoras de ESBL em carne importada pela

Suécia, tendo o produto brasileiro se destacado na prevaléncia de tais micro-organismos.

4 CONCLUSAO

Os trés sorotipos estudados (EPEC, EIEC e EHEC) foram encontrados dentre os
isolados testados sorologicamente, 0s quais apresentaram resisténcia principalmente a
amoxicilina e ampicilina, e foram, em sua maioria, oriundos de amostras de carne de frango.
Dentre os antimicrobianos estudados, os isolados apresentaram as maiores frequéncias de
resisténcia a tetraciclina, a ampicilina e a amoxicilina, em consequéncia do seu possivel uso

excessivo na medicina veterinaria e humana. Dentre os isolados produtores de ESBL,
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oriundos principalmente de amostras de carne de frango, somente um foi identificado como
DEC (EPEC), e a maioria mostrou-se resistente a cefalotina, ampicilina e amoxicilina.
Conclui-se, portanto, que a populacdo brasileira, por meio da alimentacdo, expde-se
constantemente a micro-organismos patogénicos resistentes a antimicrobianos frequentemente
utilizados na medicina humana, o que pode acarretar na ocorréncia de doengas veiculadas por
alimentos de dificil tratamento. Infere-se ainda que a carne de frango confere grande risco ao
consumidor, por ter apresentado maior prevaléncia de DEC, de isolados multirresistentes bem
como de isolados de E. coli produtores de ESBL. Uma vez que atualmente a oferta de
alimentos se d& por meio do comércio internacional, estes resultados podem ser importantes
ndo sO para o Brasil, mas também para outros paises. Esses resultados sugerem a necessidade
de uma vigilancia mais rigorosa sobre a fabricacdo e distribuicdo dos antimicrobianos por
parte do governo e maior consciéncia e cuidado dos profissionais de saide humana e animal

ao prescrevé-los, a fim de reduzir a selecéo e disseminagdo de micro-organismos resistentes.
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APENDICE A - Critérios interpretativos dos diametros das zonas de inibi¢&o conforme

o Clinical and Laboratory Standards Institute.

Interpretacéo

Antimicrobianos Sensivel Intermediario  Resistente
Penicilinas

Ampicilina 10 pg >17 14-16 <13

Amoxicilina 30 ug >17 14-16 <13

Amoxicilina (20 pg)/acido clavulanico (10 pg) >18 14-17 <13
Cefalosporinas

Cefalotina 30 pg >18 15-17 <14

Cefotaxima 30 ug >26 23-25 <22

Ceftazidima 30 pg >21 18-20 <17

Ceftriaxona 30 pg >23 20-22 <19
Monobactamico

Aztreonam 30 g >21 18-20 <17
Carbapenem

Imipenem 10 pg >23 20-22 <19
Aminoglicosideos

Amicacina 30 ug >17 15-16 <14

Gentamicina 10 ug >15 13/14 <12
Tetraciclina

Tetraciclina 30 pg >15 12-14 <11
Fluoroquinolona

Ciprofloxacina 5 ug >21 16-20 <15
Inibidor da via do folato

Sulfametoxazol (23,75 ug) / trimetropim (1,25 >16 11-15 <10
HO)
Fenicol

Cloranfenicol 30 pg >18 13-17 <12

Fonte: adaptado de CLSI, 2013.
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APENDICE B — Mapa de distribuicio das amostras analisadas.
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Legenda

O Carne de frango ou derivado |:| Carne de pescado ou derivado Q Derivado de suino

ACarne de bovino ou derivado D Leite ou derivado D Linguica mista



