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RESUMO

O objetivo do estudo foi caracterizar o perfil de resisténcia de isolados de
Escherichia coli obtidos de amostras da cadeia produtiva de frangos corte. Foram
coletadas 495 amostras em um abatedouro de aves regularmente fiscalizado pelo
Servigo de Inspecgao Federal, localizado no estado do Parana (Brasil). O isolamento
de E. coli foi realizado em agar MacConkey e as colénias com morfologia tipica de E.
coli foram confirmadas bioquimicamente. Os isolados confirmados seguiram para os
testes de diluicdo em agar, realizado como triagem, onde os antimicrobianos testados
foram: amoxicilina - AMO (32 ug), ceftiofur — CTF (8 ug), cloranfenicol - CLO (32 ug),
tetraciclina - TET (16 pg), ciprofloxacina - CIP (1 pg) e sulfametaxazol + trimetropim -
SUT (76/4 ug). Para o teste disco-difusdo em agar os antimicrobianos utilizados foram
AMO (10 pg); CTF (30 ug); aztreonam - ATM (30 pg); imipenem — IPM (10 ug); CIP (5
Mg); TET (30 ug); gentamicina - GEN (10 ug), SUT (23,75/1,25 pg), CLO (30 pg) e
azitromicina - AZI (15 yg). Para a deteccao de de E. coli produtora de beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL), foram utilizados quatro antimicrobianos: amoxicilina
com acido clavulénico (20/10 ug), ceftazidima — 30 pg, cefotaxima — 30 ug e cefepima
— 30 pg. Para caracterizagao molecular, os genes blaTEM; aac(3)-II; tetA; qnrS; dhfrl;
sul1; cmlAS e floR foram avaliados pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Um total de 1128 isolados de E. coli foram identificados nas amostras de
carcacga de frango ap0os a sangria, apds depenagem, apos evisceragao e apos a saida
do chiller, agua residual da escaldagem e chiller, caixa de transporte das aves e fezes
funcionario. Nenhum isolado foi detectado na agua industrial. A resisténcia mais
comumente detectada no Breakpoint foi para os antimicrobianos SUT, TET e AMO.
Para o teste de disco-difusdo em agar, 701 isolados foram avaliados, onde uma alta
resisténcia foi detectada para a CIP (94,1%), TET (56,3%), SUT (54,3%) e AMO
(48,1%), sendo um resultado preocupante, ja que alguns desses antimicrobianos sao
utilizados para tratamento de casos graves em humanos e também de forma ampla
na avicultura. Dentre os isolados, 578 foram multidroga resistente e apenas 15
isolados (2,2%) foram ESBL positivas. A resisténcia antimicrobiana entre os isolados
de amostras dos funcionarios e as demais amostras da cadeia avicola foram muito
semelhantes, sendo um sinal de alerta, ja que a exposigao a esses antimicrobianos
podem selecionar micro-organismos e resistentes. Um total de 74 isolados (42%)
apresentaram a presenca de um ou mais genes de resisténcia antimicrobiana. Os
genes mais detectados nos isolados foram cmlA5, sul1 e dhftl, totalizando 21,6%, 21%
e 12,5% respectivamente. Em relacdo a correlacdo dos resultados fenotipicos e
genotipicos observados pelo teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordancia
pobre, ja os demais antimicrobianos uma concordancia leve. O assunto envolvendo a
resisténcia antimicrobiana deve ser tratado com cuidado, procurando maneiras para
reducdo do uso de antimicrobianos, ja que os efeitos adversos do uso incorreto e
exagerado pode contribuir para disseminag¢ao de genes de resisténcia entre os micro-
organismos e pelo ecossistema.

Palavras-chave: Resisténcia. Saude unica. Cadeia avicola. Breakpoint. Disco-difusao.
Genes.



ABSTRACT

The objective of the study was to characterize the resistance profile of
Escherichia coli isolates obtained from samples of the broiler production chain. 495
samples were collected in a poultry slaughterhouse regularly inspected by the Federal
Inspection Service, located in the state of Parana (Brazil). E. coli isolation was
performed on MacConkey agar and colonies with typical E. coli morphology were
confirmed biochemically. The confirmed isolates went to the agar dilution tests,
performed as a screening, where the tested antimicrobials were: amoxicillin - AMO (32
Mg), ceftiofur - CTF (8 pg), chloramphenicol - CLO (32 ug), tetracycline - TET (16 ug),
ciprofloxacin - CIP (1 pg) and sulfametaxazole + trimethoprim - SUT (76/4 pg). For the
disk-diffusion test on agar, the antimicrobials used were AMO (10 pg); CTF (30 ug);
aztreonam - ATM (30 pg); imipenem - IPM (10 pg); CIP (5 ug); TET (30 pg); gentamicin
- GEN (10 ug), SUT (23.75/1.25 pg), CLO (30 ug) and azithromycin - AZI (15 ug). For
the detection of E. coli producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), four
antimicrobials were used: amoxicillin with clavulanic acid (20/10 ug), ceftazidime - 30
Mg, cefotaxime - 30 yug and cefepime - 30 yg. For molecular characterization, the
blaTEM genes; aac (3) -ll; theta; qnrS; dhfrl; sul1; cmIA5 and floR were evaluated
using the polymerase chain reaction (PCR) technique. A total of 1128 E. coli isolates
were identified in the chicken carcass samples after bleeding, after plucking, after
evisceration and after the chiller left, scalding and chiller residual water, poultry and
employee feces transport box. No isolates were detected in industrial water. The most
commonly detected resistance at agar dilution tests was for the antimicrobials SUT,
TET and AMO. For the agar disc-diffusion test, 701 isolates were evaluated, where a
high resistance was detected for CIP (94.1%), TET (56.3%), SUT (54.3%) and AMO
(48.1%), being a worrying result, since some of these antimicrobials are used to treat
severe cases in humans and also in a wide way in poultry. Among the isolates, 578
were multidrug resistant and only 15 isolates (2.2%) were ESBL positive. The
antimicrobial resistance between isolates from employee samples and other samples
from the poultry chain were very similar, being a warning sign, since exposure to these
antimicrobials can select microorganisms and resistant. A total of 74 isolates (42%)
presented the presence of one or more antimicrobial resistance genes. The most
detected genes in the isolates were cmlA5, sul1 and dhfrl, totaling 21.6%, 21% and
12.5% respectively. Regarding the correlation between the phenotypic and genotypic
results observed by the Kappa test, amoxicillin showed a poor agreement, while the
other antimicrobials showed a slight agreement. The issue involving antimicrobial
resistance should be treated with care, looking for ways to reduce the use of
antimicrobials, since the adverse effects of incorrect and exaggerated use can
contribute to the spread of resistance genes among microorganisms and the
ecosystem.

Keywords: Resistance. Resistance. One health. Poultry chain. Breakpoint. Disk
diffusion. Genes.
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1 INTRODUGAO

Para otimizar a producgao e suprir a crescente demanda de proteina animal, o
uso de antimicrobianos tem sido ampliado ano a ano, utilizados principalmente na
forma terapéutica, profilatica e como promotor de crescimento. Dada a relevancia do
sistema de producgao avicola na cadeia produtiva de proteina animal, e as perdas
econOmicas decorrentes das doencas nas aves, o uso de antimicrobianos é
importante, pois auxilia na redugdo da mortalidade e no controle e prevengao de
infeccbes bacterianas. Porém, devido a essa constante exposi¢cao desses animais a
doses subterapéuticas de antimicrobianos, principalmente na forma de tratamento nao
individualizado e como promotores de crescimento, criou-se uma maior pressao
seletiva sobre os micro-organismos (AARESTRUP, 2005; FOUNOU et al., 2016)
havendo grandes riscos de selecdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos, que possuem mecanismos de troca de material genético e uma
facilidade de disseminacao desses genes de resisténcia, sendo um problema mundial
que afeta a saude humana e animal.

As bactérias podem ser intrinsicamente resistentes a determinada classe de
antimicrobiano ou entdo adquirir essa resisténcia como resultado da incorporacao,
inativacdo e mutacdo de genes especificos. Muitos genes de resisténcia aos
antimicrobianos estao abrigados em elementos genéticos moveis, como plasmideos,
que podem ser transferidos de maneira horizontal para outros micro-organismos. Essa
transferéncia de determinantes de resisténcia pode ocorrer ndo apenas de isolados
da mesma espécie, mas também advindo de géneros bacterianos distintos (APLEY et
al., 2001; PALHARES et al., 2014; FERNANDES et al., 2016).

A ocorréncia de enterobactérias multirresistentes a drogas (MDR) de
importancia terapéutica tém sido evidenciada em uma diversidade de animais de
producdo, ambientes de processamento, alimentos de origem animal e casos clinicos
ao redor do mundo (ABRAHAM et al., 2015; BONELLI et al., 2014; CANTON et al.,
2008; NORIZUKI et al., 2017). Inicialmente, a preocupagdo com a emergéncia da
resisténcia estava centrada em bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) e Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina (VRE). Atualmente, existe um consenso de que a disseminagdo da
resisténcia em bactérias Gram-negativas, principalmente as enterobactérias,

representa um risco emergente, pois genes de resisténcia presentes em plasmideos
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podem se espalhar facilmente entre popula¢des bacterianas em nivel global, devido
ao intenso transito de pessoas e produtos.

Escherichia coli é um micro-organismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, habitante regular da microbiota do trato gastrointestinal de
animais e humanos, onde desempenha um papel importante na manutencdo da
fisiologia intestinal, no entanto, a troca de material genético entre os diversos clones
desse agente, permitiram sua adaptagdo a novos ambientes podendo, em alguns
casos, causar doengas graves. E. coli € utilizada como indicadora de resisténcia
antimicrobiana, devido a facilidade de aquisicdo de genes de resisténcia e
transferéncia génica horizontal, ndo apenas a outras cepas de E. coli, mas também a
outros micro-organismos. A pecuaria tem sido relacionada como potencial reservatorio
de E. coli multirresistentes, e a disseminagao da resisténcia usualmente associada a
cepas portadoras de plasmideos (EWERS et al., 2012; ZHENG et al., 2012; HAENNI
et al., 2018).

Devido a relevancia do tema, a resisténcia antimicrobiana (RAM) é considerada
como um dos grandes desafios para a saude humana nos dias atuais e para os
préximos anos, demanda uma abordagem multidisciplinar e translacional, em sintonia
com o conceito de Saude Unica (One Health), portanto envolvendo humanos, animais

e ambiente.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia antimicrobiana: uma perspectiva sob o contexto de “One Health”

A resisténcia antimicrobiana ndo € um assunto novo e o surgimento de micro-
organismos resistentes aos medicamentos € muito mais acelerado do que o
desenvolvimento de novas moléculas com agao antimicrobiana, além disso, a pressao
seletiva que ocorre nos micro-organismos acaba sendo favorecida pelo uso incorreto
ou excessivo do antimicrobiano, seja na cadeia de produgdo animal ou o uso
terapéutico em humanos (SOUFI et al., 2011; ABO-AMER et al., 2018). Na terapéutica
veterinaria e humana o controle da eficacia dos antimicrobianos é essencial contra o

micro-organismo alvo, a fim de se evitar o insucesso do tratamento e, em
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consequéncia, a maior permanéncia dos pacientes nos hospitais, a perdas
econbmicas, aumento da mortalidade (CANTAS et al., 2013; ANVISA, 2017). Estima-
se que até 2050, a resisténcia antimicrobiana seja a principal causa de mortes em
todo o mundo com uma estimativa de cerca de 10 milhdes de mortes (O’'NEILL, 2014).

A RAM pode ser intrinseca ou adquirida, a resisténcia intrinseca € geralmente
mediada por cromossomos, algo fisiolégico do micro-organismo ou ainda,
caracteristicas morfolégicas da bactéria, onde a maioria ou todos as espécies e
géneros da bactéria tem uma determinada caracteristica capaz de oferecer resisténcia
(ABUSHAHEEN et al., 2020). Ja a resisténcia adquirida, geralmente ocorre devido a
mutacdes cromossOmicas, modificacdo de enzimas ou inativagdo de agentes
antimicrobianos, bombas de efluxo ou também por transferéncia de genes de
resisténcia, principalmente via plasmideos (VAN HOEK et al., 2011; FERRI et al.,
2017; HERNANDO-AMADO et al., 2016).

Essa transferéncia horizontal de genes de resisténcia € um processo rapido de
disseminagao entre os micro-organismos que por estarem alocados em elementos
genéticos méveis, como transposons, integrons e plasmideos, podem transferir esses
genes de micro-organismos comensais, para os patogénicos (ROTH et al., 2019). A
transferéncia horizontal, pode ocorrer por transformag¢do, onde ocorre a lise da
bactéria e a liberacdo do material genético para o meio, onde outra bactéria podera
captar o DNA e incorporar o genoma; transdugao, onde ha incorporacéo acidental do
DNA bacteriano cromossémico ou plasmidial por um bacteriéfago durante a infecgéo
celular, assim apos a lise da bactéria, o bacteriéfago vai ser como um vetor ao infectar
uma nova célula e por conjugagao, onde € necessario haver contato entre os micro-
organismos e transferéncia do material genético por fimbria ou pilus a outra receptora,
é principalmente codificada por plasmideos (VAN HOEK et al., 2011; AMABILE-
CUEVAS, 2013; FERRI et al., 2017).

A facilidade do transporte dos animais, alimentos e o trafego de pessoas pelo
mundo favorecem a disseminagao de genes de RAM, contribuindo ainda mais para a
complicada epidemiologia da resisténcia (SKOV & MONNET, 2016; LIU et al., 2016;
DOUMITH et al., 2016; MAGOURAS et al., 2017). Micro-organismos resistentes
podem estar presentes na microbiota humana e animal, no ambiente e alimento,
devido a importancia na cadeia produtiva, os humanos podem ser expostos por fontes
diversas (CHANG et al., 2014; FERRI et al., 2017). Uma das maneiras de bactérias

resistentes ou genes de resisténcia chegarem até o intestino humano, € através do
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consumo de alimento, ja que os processos que estes sdo submetidos ndo o deixam
livre de contaminagdes (LOSASSO et al., 2018; ANTONELLI et al., 2019). Além disso,
a contaminagao cruzada com outros alimentos ou o cozimento inadequado também
podem contribuir para a exposi¢gdo humana (FERRI et al., 2017; LAMBRECHT et al.,
2019). O intestino humano é um 6timo reservatério de genes de resisténcia,
principalmente pelo grande numero de bactérias presentes, assim, a exposi¢cdo aos
antimicrobianos pode contribuir para dissipar os genes entre 0os micro-organismos ali
presentes, favorecendo disseminacao (HUDDLESTON, 2014).

Os animais, principalmente os de producéao, devido ao uso de antimicrobianos
para fins terapéuticos, profilaticos ou como promotores de crescimento, passam a ser
fontes de disseminacdo de micro-organismos e genes resisténcia (MARSHALL &
LEVY, 2011; DA COSTA et al., 2013; WOOLHOUSE et al., 2015; ARGUDIN et al.,
2017). Estudos que avaliaram o banimento do uso de alguns antimicrobianos,
observaram uma redugao de micro-organismos resistentes e também dos seus genes
de resisténcia, evidenciando um aspecto positivo na interrupcdo do uso desses
medicamentos (HIKI et al., 2015; VERRETTE et al., 2019). Porém, mesmo apos a
reducao do uso de antimicrobianos, a resisténcia pode se manter, devido a presenca
de genes de resisténcia, transferéncia horizontal de genes, e mutagdes, que acabam
contribuindo para re-emergéncia ou manutencao da resisténcia (JOHNSEN et al.,
2009).

Evidéncias indicam que a presenga de genes de resisténcia nos genomas de
bactérias no ambiente € algo antigo e natural (BHULLAR et al., 2012). Assim, o
ambiente pode ser fonte de genes de resisténcia para humanos (FORSBERG et al.,
2012; LUPO et al., 2012). Devido a maioria dos antimicrobianos serem excretados de
forma ativa nas fezes, o0 meio ambiente passa a ser um reservatério de genes de
resisténcia, ja que as fezes dos animais podem ser utilizadas como esterco,
contaminando o solo, agua, alimentos e humanos (HEUER et al., 2011; BOOTH et al.,
2020).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) publicou um relatério que classificou
os antimicrobianos como “criticamente importantes”, “altamente importantes” ou
“importantes”, com base em sua importancia para a medicina humana (WHO, 2019).
A referida classificacéo teve por base alguns critérios: 1) ser a unica, ou uma das
terapias limitadas disponiveis, para tratar infec¢gées bacterianas graves em pessoas;

2) para ser usado no tratamento de infecgdes em pessoas causadas por: (i) bactérias
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que podem ser transmitidas aos seres humanos a partir de fontes ndo humanas, ou
(i) bactérias que podem adquirir genes de resisténcia de fontes nao humanas. Se os
antimicrobianos atendem ao critério 1 e 2, sdo considerados criticamente importantes,
se atendem apenas ao critério 1 ou 2, sdo altamente importantes e se nao se
encaixam em nenhum dos critérios, sao consideradas importantes. Sendo que as
fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, macrolidos,
glicopeptideos e polimixinas como antimicrobianos criticamente importantes para
medicina humana, devido a disponibilidade limitada de alternativas para o tratamento
de infecgbes bacterianas, utilizados principalmente para o tratamento de infecgbes
humanas graves (WHO, 2019).

Entre as classes mais utilizadas para tratamento em humanos, estdo os
macrolideos, penicilinas e fluoroquinolonas, ja os mais frequentes para os animais sao
penicilinas, sulfonamidas e tetraciclinas (VAN BOECKEL et al., 2017; XIONG et al.,
2018). Alguns antimicrobianos sdo de uso exclusivo para a veterinaria, como
pramicina, ceftiofur, tilosina, enrofloxacina e florfenicol, porém antimicrobianos das
mesmas classes sao utilizadas para tratamento em humano (RABELLO et al., 2020;
VAN et al., 2020). Indicando mais uma vez a importancia de uma abordagem One
health para controle da resisténcia. A OMS juntamente com os membros da
Organizacgao das Nacdes Unidas, tem elaborado planos de vigilancia e monitoramento

da RAM, focando no uso racional dos antimicrobianos.

2.2. Escherichia coli como indicador de resisténcia antimicrobiana

Escherichia coli € um micro-organismo da familia Enterobacteriaceae, um
bacilo gram negativo, ndo formadores de esporos, mével pela producéo de flagelos
peritriquios, anaerdébios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa, possuem a
capacidade de fermentagao da lactose, e possuem uma temperatura de crescimento
otima de 37°C (KONEMAN et al., 2001). Apesar da maioria dos isolados de E. coli
fermentarem a lactose, algumas podem nao fermentar, chamadas de lactose
negativas (BARNES; VAILLANCOUT; GROSS, 2003).

E. coli é comensal da microbiota de animais de sangue quente, humanos e
ambiente, € muito utilizada como um indicador de contaminagdo ambiental, porém

algumas cepas podem ser patogénicas para o homem, animais e plantas, sendo
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classificadas em E. coli diarreiogénicas (DEC) e patogénica extra-intestinal (ExPEC)
(SCHROEDER et al., 2002; CROXEN & FINLAY, 2010; VIEIRA et al., 2011). Além
disso, as carcacas durante e apos o abate e processamento podem ser contaminadas
por E. coli, seja pela evisceragdo das carcagas, manuseio da carcaga ou agua
contaminada (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2013)

Um dos principais micro-organismos utilizados para o monitoramento de RAM
€ Escherichia coli, devido a sua facilidade de aquisigao e transferéncia de genes de
resisténcia para outras bactérias, constituindo assim, um relevante indicador da
situagdo de RAM (JIANG et al., 2011; KAESBOHRER et al., 2012). A RAM em E. coli
se desenvolve principalmente por mutagdes, aquisicdo de elementos genéticos
moveis, além de outros mecanismos como bomba de efluxo, alteracdo da
permeabilidade da membrana e producao de B-lactamases (BLAIR et al., 2014). Além
disso se torna um 6timo micro-organismo para a pesquisa envolvendo um aspecto de
saude Unica, ja que sua presenga ocorre em variados locais e espécies. A presenca
de E. coli resistentes a antimicrobianos em carne de frango ja € muito relatada, assim
como no ambiente de criacao e abate, favorecendo uma disseminacgao para o produto
final, e sendo uma fonte possivel de contaminagao para os humanos (LEVERSTEIN-
VAN HALL et al., 2011).

Assim, 0 uso de antimicrobianos nos animais pode selecionar dentro da
microbiota comensal, micro-organismos resistentes e disseminadores de genes
resisténcia, onde a rastreabilidade de resisténcia em isolados de E. coli na cadeia
alimentar pode evidenciar a possivel disseminag¢ao para os demais micro-organismos,
incluindo os patdgenos presentes em alimentos de origem animal (EFSA e ECDC,
2019).

2.3 Resisténcia antimicrobiana na cadeia de frango de corte

A avicultura tem se desenvolvido muito nos ultimos anos, principalmente na
producao de frangos de corte. Por ser uma produgdo rapida e em grande escala, o
uso de antimicrobianos na avicultura algumas vezes € necessario, principalmente na
forma tratamento, prevengao e como promotores de crescimento, sendo que este uso
em sua maioria nao € individual, mas em todos os animais (POOLE & SHEFFIELD,
2013; LANDONI & ALBARELLOS, 2015; SIVAGAMI et al., 2020). Porém, devido as

restricdes impostas pelos padrées de exportacdo, o consumo de antimicrobianos deve
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ser controlado, considerando que alguns paises nao permitem o uso de aditivos na
criagcao ou 0 uso é restrito a s6 alguns antimicrobianos como promotor de crescimento
(MARON et al., 2013).

As aves sdo uma das espécies que mais utilizam antimicrobianos (WALL et al.,
2016), passando a ser um problema, ja que muitos dos antimicrobianos utilizados séo
excretados ainda na sua forma ativa, assim o risco de residuos no ambiente pecuario
€ grande, contribuindo para o surgimento e disseminagao de resisténcia (MARSHALL
& LEVY, 2011; SIVAGAMI et al., 2020). As classes de antimicrobianos mais utilizados
na cadeia avicola sao os beta-lactamicos, polipeptideos, aminoglicosideos,
macrolidos, lincosamidas, florfenicol, tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e
fluoroquinolonas e ionoforos (HOFACRE et al., 2013).

O trato gastrointestinal das aves é considerado reservatoério de E. coli produtora
de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) ou B-lactamase do tipo AmpC (enzimas
que conferem resisténcia a cefalotina, cefazolina, cefoxitina, maioria das penicilinas e
também inibidores das B-lactamases) e potencialmente uma fonte de contaminagao
para os humanos (DIERIKX et al., 2013; BROLUND, 2014), também ja foi verificada a
deteccao dessas cepas em alimentos de animais de produgao, principalmente de aves
(OVERDEVEST et al., 2011; KLUYTMANS et al., 2013; CRECENCIO et al., 2020).
Alguns estudos indicam que a carne de frango pode ser um reservatorio e contribuir
para a disseminagao de enterobactérias produtoras de ESBL no Brasil (CASELLA et
al., 2015; KOGA et al., 2015).

2.4 Mecanismos de acao dos antimicrobianos e mecanismos de resisténcia

antimicrobiana

2.4.1 R-Lactdmicos e Enzimas inativadoras de R-Lactamicos

Os R-Lactédmicos sédo considerados os antimicrobianos mais utilizados, devido
a sua importancia terapéutica e baixa toxicidade. Esses antimicrobianos possuem um
anel beta-lactdmico, que ndo s6 determina o mecanismo de acgao, inibicdo da
biossintese de peptidoglicanos, como também o mecanismo de resisténcia pela

maioria dos micro-organismos (enzimas f-lactamases) (AZEVEDO, 2014). A familia
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dos R-Lactadmicos ndao contém a mesma estrutura do anel, isto é, apesar de todos
possuirem o anel beta-lactamico, a sua estrutura quimica ndo é igual, podendo conter
diferentes tipos de cadeias lineares, diferenciando assim as suas caracteristicas, agéo
e resisténcias as B-lactamases (BAPTISTA, 2013). Sendo assim dependendo dos
anéis presentes, esse grupo de antimicrobianos pode ser dividido em: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenems, monobactdmicos e alguns inibidores de beta-
lactamases. Os inibidores das B-lactamases (como o acido clavulanico), sdo também
considerados beta-lactamicos, por possuirem igualmente a estrutura base, porém
possuem uma cadeia lateral modificada, apresentando assim uma estrutura biciclica,
desta forma, os inibidores de [B-lactamases, ligam-se de forma irreversivel as [3-
lactamases, fazendo com que a agdo do antimicrobiano nao seja perdida (AZEVEDO,
2014).

As penicilinas pertencem a um dos grupos de antimicrobianos mais
importantes, pois sao utilizados para o tratamento de muitas doencgas, tanto na cadeia
animal, quanto o uso em humanos. Assim como as cefalosporinas, que também sao
utilizadas em humanos e animais, seu uso em animais de produgéo & preocupante,
devido a sua importancia clinica. As cefalosporinas sao divididas em cinco geragdes,
que variam de acordo com o grupo quimico que € adicionado e o espetro de agéo. Por
exemplo, o ceftiofur, € uma cefalosporina de terceira geracdo, utilizado
exclusivamente para animais, ainda assim, a resisténcia a ceftiofur em animais € um
problema para a saude publica, jd que pode apresentar resisténcia cruzada a
ceftriaxona e a outras cefalosporinas de terceira geragdo de importancia para o
tratamento em humanos (JAHANBAKHSH et al., 2016; HAO et al., 2016).

O mecanismo de agao desse grupo € através da inibicdo da biossintese de
peptidoglicanos, que enfraquecem a parede celular bacteriana durante a divisao
celular, levando a lise (PALZKILL, 2012). A resisténcia dessa classe em micro-
organismos gram-negativos € principalmente através da produgdo de enzimas [3-
lactamases, que tem a capacidade de hidrolisar e causar resisténcia a varios tipos de
R-Lactamicos, também pode ocorrer por meio da alteragcao de proteinas de ligacéo a
penicilina (PBP) (TANG et al., 2014; JEON et al., 2019). As PBP estao localizadas
em bactérias Gram-negativas no espaco periplasmatico, e para atingir o local alvo, os
R-Lactamicos precisam atravessar a membrana externa através de porinas, assim, se
ocorrer qualquer alteracdo nessas proteinas ou extrusao do medicamento via bomba

de efluxo, sucedera na resisténcia ao antimicrobiano (TANG et al., 2014).
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As B-lactamases podem ser codificadas por genes presentes nos plasmideos
ou cromossomos, sendo caracterizada por espectro estreito (penicilinases e
cefalosporinases) e espectro amplo (B-lactamases de espectro estendido - ESBL),
esse segundo grupo é capaz de hidrolisar varios betalactamicos, como cefalosporinas
(como cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime) e a monobactadmicos (como
aztreonam), excecao dos carbapenémicos, impedindo assim a inibicido da PBP
(MEYER; PICOLI, 2011; RUPPE et al., 2015).

As B-lactamases séo classificadas de acordo com dois modelos, o primeiro € o
de Ambler (1980), que separa em classes (A — D), de acordo com a estrutura
molecular da enzima e o segundo € de acordo com Bush e Jacoby, que separam em
grupos, de acordo com as propriedades bioquimicas da enzima, estrutura molecular
e segregacao nucleotidica (AMBLER, 1980; BUSH & JACOBY, 2010). As ESBL mais
comuns registradas sao TEM, SHV e CTX-M (BUSH & JACOBY, 2010). Onde as
variantes da CTX-M (CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-15) ja foram relatadas em animais
e humanos, evidenciando o potencial de disseminagao através da cadeia alimentar,
com destaque na carne de frango (KIIRU et al., 2012; EGERVARN et al., 2014;
KAWAMURA et al., 2014). A presenca de E. coli produtora de ESBL em animais e
produtos de origem animal, pode ser devido ao uso do ceftiofur, na cadeia animal
(HAMMERUM et al., 2009).

Os genes mais comumente envolvidos na resisténcia aos beta-lactamicos sao
os genes blaSHV-1, blaTEM, blaTEM-1, blaOXA-1, blaCMY-2 e blaCTX-M, sendo
esse ultimo amplamente detectado em enterobactérias isoladas de humanos, animais
e alimentos (BUSH & JACOBY, 2010; D’ANDREA et al., 2013; DAY et al., 2016). Uma
das possiveis explicagdes para a facil disseminacdo do gene CTX-M é pelo mesmo
estar presente em plasmideos e esses, na sua maioria, sdo transmitidos por
conjugacao (BONNET, 2004). Além disso, micro-organismos que carregam o gene
CTX-M podem apresentar resisténcia a outros antimicrobianos, como
aminoglicosideos e fluorquinolonas, aumentando o risco para a saude publica. Outra
preocupacgao € que a maioria dos ESBL esta associada a plasmideos, que podem
carregar genes de outros antimicrobianos, como fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
tetraciclinas, sulfametoxazol + trimetoprim e cloranfenicol, que tem importancia para o
tratamento em humanos (BENNETT, 2008; HUNTER et al., 2010; BROLUND et al.,
2014; YASIR et al., 2020).
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2.4.2 Tetraciclina

As tetraciclinas sdo muito conhecidas pelo seu uso nos animais de produgao,
principalmente pelo seu amplo espectro e baixo custo. As tetraciclinas de primeira
geragao, como tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina, sdo mais utilizadas como
promotores de crescimento, enquanto a de segunda geragdo s&o para o tratamento
terapéutico em animais e humanos (KOO & WOO, 2011). No Brasil, o uso das
tetraciclinas é proibido como aditivo melhorador de desempenho animal desde o ano
de 2009, pela Instrugdo Normativa n. 26 (BRASIL, 2009). O seu mecanismo de agéo
€ baseado na inibigdo da sintese proteica nos ribossomos, se ligando na subunidade
ribossémica 30S (CHOPRA & ROBERTS, 2001), ja um dos principais mecanismos de
resisténcia a tetraciclina séo através da atividade da bomba de efluxo, a protegao
ribossémica e a inativagao enzimatica, onde varios genes tet conferem resisténcia por
estes mecanismos (ROBERTS, 2005).

Os genes mais conhecidos que conferem resisténcia a tetraciclina séo tetA,
tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetJ, tet L e tetY associados a uma proteina de efluxo em
Escherichia spp., onde o tetB é o mais encontrado em Gram-negativas (ROBERTS,
2005; ROBERTS & SCHWARZ, 2016). Além disso, foi verificado que a resisténcia a
tetraciclina é capaz de selecionar microrganismos resistentes a outros
antimicrobianos, pois o gene tet estdo localizados nos mesmos elementos genéticos
moveis que outros genes de resisténcia (LEVY, 2002; COX & POPKEN, 2010).

2.4.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao antimicrobianos de amplo espectro, os mais
conhecidos sao estreptomicina, canamicina, neomicina, gentamicina, amicacina,
netilmicina e tobramicina, se enquadram neste grupo muito utilizado para o tratamento
em humanos e animais, sua agao ocorre pela inibicdo da sintese de proteina. Uma
reducdo do uso ocorreu nos anos 80, devido a sua toxicidade, sendo substituido por
outros antimicrobianos (fluorquinolonas, cefolosporina de terceira geracéo e
carbapenémicos) que apresentavam baixa toxicidade e apresentavam um espectro

de agao maior, porém, a resisténcia a esses antimicrobianos aumentou, e o uso de
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aminoglicosideos voltou a ser viavel, buscando uma dosagem de menor toxicidade e
a descoberta de novos agentes dessa classe (KRAUSE et al., 2016).

A acdo desse antibidtico ocorre pela ligagdo com a regido altamente
conservada do rRNA 16S e da subunidade ribossémica 30S, que leva a interrupgao
da sintese de proteina do micro-organismo (KRAUSE et al., 2016). A resisténcia aos
aminoglicosideos assume muitas formas diferentes, incluindo modificacdo enzimatica,
modificacdo do local alvo por meio de uma enzima ou mutagdo cromossOmica e
bombas de efluxo (WACHINO et al., 2020).

Micro-organismos Gram-negativos podem produzir enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, que tem a capacidade de inativar a ligagdo com as subunidades do
ribossomo, que contribui fortemente para a resisténcia a essa classe de
antimicrobianos (BLAIR et al., 2014). Alguns genes estdo relacionados com essa
capacidade, como aac(3)-Il e aac(3)-1V, que podem estar abrigados em elementos
genéticos moveis, facilitando a transferéncia para outros micro-organismos ou
carregar outros genes de resisténcia, contribuindo para que os isolados apresentem
multirresisténcia (MAYNARD et al., 2004; KRAUSE et al., 2016). Em um estudo
realizado com isolados de E. coli de origem humana e animal, verificou que a
resisténcia a gentamicina esta correlacionada com a resisténcia a outros
antimicrobianos, como tetraciclina, ampicilina e sulfametoxazol (SZMOLKA et al.,
2012).

2.4.4 Anfenicois

Os antimicrobianos da classe anfenicois sdo muito utilizados, ja que séo de
amplo espectro, porém, apresentam algumas restricbes, por exemplo no caso de
cloranfenicol, o seu uso é exclusivo para a saude humana, mas seu uso é realizado
com cautela e em ultimos casos em infegdes fatais, pois apresentam alguns efeitos
adversos, como anemia aplastica irreversivel (SHAW, 1983).

Além disso, foi proibido o uso dos principios ativos de cloranfenicol em animais
de producgao e qualquer produto de origem animal, ja que podem presentar residuos
que representam um risco para saude humana (BRASIL, 2003). Para o uso em
animais, como suinos e bovinos, o mais indicado é o florfenicol, que € um derivado

fluorado do cloranfenicol, onde os efeitos adversos ndo foram demostrados em
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animais (SCHWARZ et al., 2004). Sua acao ocorre pela inibicao da biossintese de
proteinas, onde ocorre uma ligagao reversivel ao centro da peptidiltransferase na
subunidade ribossémica 50S dos ribossomos 70S, impedindo o alongamento da
cadeia peptidica (SCHWARZ et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcia do micro-organismo podem ser por sistemas de
efluxo, inativagdo por fosfotransferases, mutagdes do local alvo, barreiras de
permeabilidade e também por inativagdo enzimatica por acetilagdo da droga por meio
de diferentes tipos de cloranfenicol acetiltransferases (CAT) (SHAW, 1983; MURRAY
& SHAW, 1997; SCHWARZ et al., 2004). O gene catA, geralmente localizado em
elementos genéticos méveis, codifica as cloranfenicol acetiltransferases, sendo capaz
de inativar a acdo do cloranfenicol, porém, devido a alteragédo estrutural que ocorreu
no florfenicol, uma substituicdo do grupo hidroxila em C-3 por um residuo de fluor,
este se tornou resistente a inativagcdo da enzima CAT, assim, isolados que sao
resistentes a cloranfenicol por este mecanismo, sdo sensiveis ao florfenicol (CANNON
et al., 1990).

O gene cmlA e floR, codificam a resisténcia através de bombas de efluxo
especificas, no caso do cmlA nao conseguem exportar florfenicol da célula
microbiana, assim, os isolados com esse gene acabam sendo suscetiveis ao
florfenicol, e a resisténcia ao cloranfenicol e florfenicol é principalmente através da
presenca do gene floR (ROBERTS & SCHWARZ, 2016).

2.4.5 Quinolonas

A primeira quinolona descrita foi o acido nalidixico, sendo que outras foram
desenvolvidas, buscando aprimorar seu espectro de agao. Assim, a adicdo de um anel
quinolénico a um atomo de fluor, deu origem as fluorquinolonas, com o principal
representando a ciprofloxacina. O atomo de fluor que foi adicionado, melhorou a
passagem desse antimicrobiano na parede celular bacteriana, dando uma agao mais
ampla, menor toxicidade e passaram a ser mais eficientes em relacdo ao acido
nalidixico, tornando-se uma opcado melhor e mais utilizada para tratamento em
humanos (ALDRED et al., 2014; CORREIA et al., 2017). Na produgao animal, a

enrofloxacina tem sido muito utilizada, principalmente na avicultura, onde, apds a
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administracao, este composto perde um grupo etila, obtendo a ciprofloxacina como
metabdlito ativo (MOGHADAM et al., 2018).

O mecanismo de acao ocorre devido a inibigcdo da sintese de DNA de micro-
organismos por interromper a topoisomerase bacteriana tipo Il e inibir a atividade
catalitica da DNA girase e topoisomerase IV (ANDERSON & OSHEROFF, 2001). A
resisténcia as quinolonas sao principalmente causadas por mutagdes nos alvos das
quinolonas, como DNA girase e Topoisomerase IV, bem como por mutacbes que
alteram a permeabilidade da membrana externa, fazendo com que a droga seja
expelida por transporte ativo e também através da aquisicdo de plasmideos
resistentes pela transferéncia horizontal (LINDGREN et al., 2003; REZAZADEH et al
2016). A resisténcia as quinolonas mediada por plasmideo (PMQR) & determinada
pelos genes qgnr, que codificam proteinas que protegem o alvo (DNAgirase e
topoisomerase V), sendo os principais qnrA, qnrB, qnrC e qnrS (MINARINI et al.,
2008; STRAHILEVITZ et al., 2009; REZAZADEH et al 2016).

2.4.6 Inibidores da via folato

Sulfametoxazol é uma sulfonamida, comumente empregado em associagao
com o trimetoprim, que € um diamino-pirimidina, € muito utilizado na produc&o animal,
para tratamento e como promotor de crescimento, e também empregado para o
tratamento de infecbes bacterianas em humanos. Tanto as sulfonamidas quanto a
trimetoprima atuam na via do acido fdlico, interferindo na producdo de acido
diidrofdlico. O sulfametoxazol inibe competitivamente a diidropteroato sintase (DHPS),
e o trimetoprim inibe a enzima dihidrofolato redutase (DHFR), ligando
competitivamente ao seu sitio ativo (FRYE & JACKSON, 2013).

A resisténcia a esses antimicrobianos é muito comum e disseminam
rapidamente, principalmente pela transferéncia horizontal de genes, a resisténcia
ocorre pela aquisicdo de genes que codificam enzimas que nao se ligam a esses
compostos, como os genes sull e sul2, que codificam a enzima diidropteroato
sintetase insensiveis e a resisténcia ao trimetoprim, € pelos genes que codificam
DHFR, tanto dhfr quanto dfr, que codificam a enzima diidrofolato redutase insensivel
(SKOLD, 2001; FRYE & JACKSON, 2013).
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2.4.7 Macrolideo

Os macrolideos que mais sao utilizados para o tratamento na medicina humana
e veterinaria sdo eritromicina, roxitromicina, azitromicina e claritromicinatanto,
principalmente para micro-organismos Gram-positivos, mas também utilizada para
Gram-negativos, esses agentes, inibem a sintese das proteinas através da sua
ligacao reversivel a subunidade 50s (FYFE et al., 2016).

O mecanismo de resisténcia aos antibidticos macrolideos é através da
modificagao do ribossomo bacteriano ou da molécula do antibiético e devido ao efluxo
de macrolideos da célula bacteriana, decorrente de alteracéo, seja a permeabilidade
da membrana ou a expressdo da bomba de efluxo (FYFE et al., 2016). Dentre os
genes relacionados a resisténcia, a expressao de macrolideo 2'-fosfotransferases é
codificado pelo gene mph (A) e em sua maioria € encontrado em elementos genéticos
moveis, onde podem conter outros genes de resisténcia a macrolideos e genes que
conferem resisténcia a outras classes de antibiéticos (FYFE et al.,, 2016; DINOS,
2017).

2.5 Transferéncia de resisténcia antimicrobiana entre animais, humanos, alimentos e

ambiente

O problema da resisténcia antimicrobiana envolve uma abordagem dentro do
contexto da saude unica, pois micro-organismos resistentes estdo presentes em
variados nichos, contribuindo como um reservatério de resisténcia (ROBINSON et al.,
2016). Um risco envolvendo o uso indiscriminado desses antimicrobianos em animais
e humanos é que essas bactérias sao submetidas a muitas doses e diferentes tipos
antimicrobianos, favorecendo o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a
esses agentes. Inicialmente a preocupacgéo da resisténcia tinha o foco em micro-
organismos patogénicos, porém, as capacidades de disseminagdo dos genes entre
as bactérias, sejam elas comensais ou patogénicas, demostram que a resisténcia em
micro-organismos de forma geral € um risco (MARSHALL & LEVY, 2011).

O uso de antimicrobianos tem selecionado micro-organismos resistentes, que
tem a capacidade de transferir genes de resisténcia, quando localizados em

elementos genéticos moveis, contribuindo com que possam atravessar fronteiras
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(SKOV & MONNET, 2016; LIU et al., 2016; MAGOURAS et al., 2017). Mesmo quando
um antimicrobiano ndo é mais utilizado, a resisténcia pode permanecer, pois 0s genes
que codificam resisténcia a multiplas drogas podem ter um elemento comum,
propagando essas caracteristicas de resisténcia que estéo ligadas (PAL et al., 2015;
VAN et al., 2020).

O ambiente de criacdo dos animais, agua residual e residuos de fezes dos
animais podem ser uma fonte de perpetuagdo de micro-organismos e genes de
resisténcia (WITTE, 2000; CHANG et al., 2014). Portando, micro-organismos
resistentes nos animais podem chegar até os humanos por contato direto ou indireto,
como a ingestdao de alimentos, disseminando pela microbiota, transferindo a
resisténcia para os micro-organismos ali presentes (VAN DEN BOGAARD et al., 2001;
MA et al., 2020). Isolados de E. coli resistentes a antimicrobianos também foram
detectados em trabalhadores de frigorificos ou de granja, indicando essa possivel
disseminagao de bactérias e genes de resisténcia entre animais e humanos
(WOOLHOUSE et al., 2015; TANSAWAI et al., 2019).

Em um estudo envolvendo trés continentes diferentes, foi possivel observar que
os individuos que apresentaram maior diversidade de genes de resisténcia eram
aqueles que faziam uso de antimicrobianos (YANG et al., 2016). Isso evidencia que a
microbiota animal e humana possui uma diversidade de micro-organismos e genes de
resisténcia, que variam para cada individuo, devido a alguns fatores como
alimentagao, meio em que vive e o uso de antimicrobianos (WATKINS & BONOMO,
2020).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil de resisténcia de isolados de Escherichia coli obtidos de

amostras da cadeia produtiva de frangos corte.

3.1.1. Objetivos especificos

- Realizar a caracterizagao fenotipica de resisténcia a antimicrobianos;
- Detectar genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos;

- Correlacionar os perfis fenotipicos com os genotipicos dos isolados.
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4 CAPITULO 1: CARACTERIZACAO DO PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE ISOLADOS DE Escherichia coli EM UMA
CADEIA PRODUTIVA DE FRANGO DE CORTE

O objetivo do estudo foi caracterizar o perfil de resisténcia de isolados de
Escherichia coli obtidos de amostras da cadeia produtiva de frangos corte. Foram
coletadas 495 amostras em um abatedouro de aves regularmente fiscalizado pelo
Servigo de Inspecgao Federal, localizado no estado do Parana (Brasil). O isolamento
de E. coli foi realizado em agar MacConkey e as colénias com morfologia tipica de E.
coli foram confirmadas bioquimicamente. Os isolados confirmados seguiram para os
testes de diluicdo em agar, realizado como triagem, onde os antimicrobianos testados
foram: amoxicilina - AMO (32 ug), ceftiofur — CTF (8 ug), cloranfenicol - CLO (32 ug),
tetraciclina - TET (16 pg), ciprofloxacina - CIP (1 pg) e sulfametaxazol + trimetropim -
SUT (76/4 ug). Para o teste disco-difusdo em agar os antimicrobianos utilizados foram
AMO (10 pg); CTF (30 pg); aztreonam - ATM (30 ug); imipenem — IPM (10 pg); CIP (5
Mg); TET (30 ug); gentamicina - GEN (10 ug), SUT (23,75/1,25 pg), CLO (30 ug) e
azitromicina - AZI (15 yg). Para a deteccao de de E. coli produtora de beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL), foram utilizados quatro antimicrobianos: amoxicilina
com acido clavulanico (20/10 ug), ceftazidima — 30 ug, cefotaxima — 30 ug e cefepima
— 30 pg. Para caracterizagao molecular, os genes blaTEM; aac(3)-II; tetA; qnrS; dhfrl;
sul1; cmlA5 e floR foram avaliados pela técnica de reacao em cadeia da polimerase
(PCR). Um total de 1128 isolados de E. coli foram identificados nas amostras de
carcaca de frango apos a sangria, apos depenagem, apds evisceragao e apos a saida
do chiller, agua residual da escaldagem e chiller, caixa de transporte das aves e fezes
funcionario. Nenhum isolado foi detectado na agua industrial. A resisténcia mais
comumente detectada no Breakpoint foi para os antimicrobianos SUT, TET e AMO.
Para o teste de disco-difusdo em agar, 701 isolados foram avaliados, onde uma alta
resisténcia foi detectada para a CIP (94,1%), TET (56,3%), SUT (54,3%) e AMO
(48,1%), sendo um resultado preocupante, ja que alguns desses antimicrobianos sdo
utilizados para tratamento de casos graves em humanos e também de forma ampla
na avicultura. Dentre os isolados, 578 foram multidroga resistente e apenas 15
isolados (2,2%) foram ESBL positivas. A resisténcia antimicrobiana entre os isolados
de amostras dos funcionarios e as demais amostras da cadeia avicola foram muito
semelhantes, sendo um sinal de alerta, ja que a exposigao a esses antimicrobianos
podem selecionar micro-organismos e resistentes. Um total de 74 isolados (42%)
apresentaram a presenca de um ou mais genes de resisténcia antimicrobiana. Os
genes mais detectados nos isolados foram cmIAS, sul1 e dhfrl, totalizando 21,6%, 21%
e 12,5% respectivamente. Em relagédo a correlacédo dos resultados fenotipicos e
genotipicos observados pelo teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordancia
pobre, ja os demais antimicrobianos uma concordancia leve. O assunto envolvendo a
resisténcia antimicrobiana deve ser tratado com cuidado, procurando maneiras para
reducado do uso de antimicrobianos, ja que os efeitos adversos do uso incorreto e
exagerado pode contribuir para disseminacgao de genes de resisténcia entre os micro-
organismos e pelo ecossistema.

Palavras-chave: Resisténcia. Saude unica. Antimicrobianos. Caracterizacao
fenotipica. Genes.
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4.1 INTRODUCAO

A avicultura tem se desenvolvido muito nos ultimos anos, principalmente na
producao de frangos de corte, onde o consumo e a demanda dessa proteina vem
aumentado. Com todo esse desenvolvimento, o uso de antimicrobiano na cadeia
avicola se faz necessario, tanto na forma profilatica, terapéutica ou como promotor de
crescimento. A exposigao constante desses animais a doses subterapéuticas de
antimicrobianos, principalmente na forma de tratamento ndo individualizado, atraves
da ragdo e agua, criou-se uma maior pressao seletiva sobre os micro-organismos,
favorecendo o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana (MIRANDA et al., 2008).

A resisténcia antimicrobiana € um processo natural, que acaba sendo
acelerado pelo uso de antimicrobianos, que favorece com que micro-organismos
sensiveis morram e os resistentes sobrevivam, possibilitando a transferéncia dessa
resisténcia para outros micro-organismos (BHUSHAN et al., 2017). A resisténcia pode
ser intrinseca, na qual ja existe o conhecimento que o0 micro-organismo € resistente
ao antimicrobiano, ou a resisténcia adquirida, que pode advir de mutagdes ou por
aquisicao de genes de resisténcia, através da transferéncia horizontal genes
(NIKAIDO, 2009; DA COSTA et al., 2013; MADEC et al., 2018). Assim, a produgao
animal tem sido uma potencial fonte disseminacao de resisténcia antimicrobiana para
a microbiota intestinal humana, seja pelo contato direto com os animais, ambiente de
criagao, carcagas durante abate ou através do consumo de alimento de origem animal,
gue passam a ser uma forma de propagacao de micro-organismos resistentes e genes
de resisténcia (BENNETT, 2008; CHANG et al., 2014; FERRI et al., 2017).

Antigamente, a maior preocupacao da resisténcia era com micro-organismos
patogénicos, que poderiam causar alguma doenga em humanos, porém, atualmente
ja é conhecido que algumas bactérias comensais, como Escherichia coli, tem a
facilidade de aquisi¢ao e disseminagao de resisténcia para outros micro-organismos,
mesmo ndo sendo da mesma especie (SHOUSHA et al.,, 2015; FANG, 2019;
RAGUPATI et al., 2019). Compreendendo que o problema da resisténcia
antimicrobiana pertence a uma abordagem One Health, estudos envolvendo a
pesquisa de E. colicomo um micro-organismo indicador de resisténcia antimicrobiana,
€ importante, para verificagéo da real situagdo da resisténcia antimicrobiana. Sendo

assim, este trabalho tem o objetivo de caracterizar o perfil de resisténcia de isolados
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de Escherichia coli obtidos de amostras de animais, ambiente, produtos e humanos

na cadeia produtiva de frangos corte contemplando uma perspectiva em Saude Unica.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

Para o desenvolvimento deste estudo foi selecionado um abatedouro de aves
regularmente fiscalizado pelo Servigo de Inspec¢ao Federal, localizado no estado do
Parana (Brasil), que abate em média cerca de 600 mil frangos por dia, onde foram
realizadas quatro coletas no periodo de julho a setembro de 2018. Foram coletadas
495 amostras na cadeia produtiva de frangos de corte, obtidas de dez lotes de aves
diferentes.

Foram coletadas amostras de carcagas de frango no frigorifico apds sangria,
depenagem e evisceragao, onde as carcagas foram submetidas a técnica de rinsagem
de superficie, com 200 mL de APT (Agua peptonada tamponada a 1%), totalizando
100 carcagas por ponto, seguindo a metodologia da USDA com modificagdes (USDA,
2013). Foram coletadas dez amostras de agua residual da escaldagem (n=10), agua
residual do chiller (n=10) e agua industrial (n=10), aproximadamente 50 mL cada.
Também foram coletadas amostras de carcacas apos a saida do chiller, também pela
técnica de rinsagem de superficie das carcacas em 200 mL de APT (n=100). Foram
coletadas amostras de superficie do piso da caixa de transporte das aves a partir da
técnica de swab de superficie, de quatro areas com esponjas estéreis (3M
Microbiology, St. Paul, MN, EUA), pré-umedecidas com 20 mL de solugéo salina
peptona tamponada (BPS, com peptona a 0,01%, p/v, e NaCl a 0,85%, p/v),
totalizando 50 amostras de 400 cm?.

Para as amostras dos humanos, foram representadas pelo swab fecal de 15
funcionarios envolvidos na etapa da cadeia de produgao avicola (propriedades rurais
e abatedouro frigorifico), saudaveis, sem envolvimento em surto de origem alimentar
ou que apresentassem qualquer patologia gastrointestinal, distribuidos em cinco
funcionarios da area limpa/fria do abatedouro, cinco da area suja/quente e cinco
amostras de Médicos Veterinarios do fomento. Todos os funcionarios que participaram
desse projeto, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, cuja o numero

do parecer: 3.454.359, de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
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Humanos.

Todas as amostras foram armazenadas em recipientes adequados, mantidos
sob refrigeragao e transportadas ao Laboratério de Inspegao e Controle de Qualidade
de Alimentos e Agua — LACOMA da Universidade Federal do Parana, Setor Palotina,
material foi devidamente acondicionado em recipientes isotérmicos e mantido sob

refrigeracao até o momento das analises laboratoriais

4.2.2 Isolamento de Escherichia coli

As amostras de swab fecal foram semeadas diretamente no agar MacConkey
(MC, Oxoid) e incubados por 37 °C por 18 h. As amostras de esponjas das caixas de
transporte foram acrescidas de 180 mL de Agua Peptonada Tamponada 1% (APT,
Oxoid), as amostras foram homogeneizados em equipamento tipo Stomacher
(Stomacher 400®, Seward, Worthing, Reino Unido) a 185 rpm por 2 min, e incubadas
a 37 °C por 18 h (pré-enriquecimento) e, em seguida, semeadas em agar MC. As
amostras ambientais (de agua) foram processadas adicionando-se um total de 225
mL de APT em 25 mL da amostra, homogeneizados em Stomacher por 2 min e
incubados a 37 °C por 18 h e apds incubagao estriadas em agar MC. As amostras de
carcagas e produto final que ja possuiam APT foram incubados por 37 °C por 18 h e,
sem seguida, semeados em agar MC. Apds incubagao, cinco colénias com morfologia
tipica para E. coli foram transferidas para Agar Triptona de Soja (TSA, Difco™) e
incubado a 36 °C por 24 h. A confirmacao da E. coli foi feita pelos testes bioquimicos:
Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato. Apds confirmacgao, os isolados
foram armazenados em caldo tripticase de soja (TSB, Difco™) com glicerol para testes

posteriores.

4.2.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pela técnica de diluicdo em agar

(Breakpoint)

Os isolados de E. coli foram submetidos a testes de sensibilidade
antimicrobiana a diferentes antimicrobianos, seguindo a metodologia de diluicao em
agar, conforme a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2015). Os
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antimicrobianos e suas concentracées minimas inibitérias (MIC) foram determinados
conforme CLSI (2020) e CLSI VET (2018) para determinagédo de resisténcia por
enterobactérias, sendo eles: amoxicilina - AMO (32 pg), ceftiofur — CTF (8 ug),
cloranfenicol - CLO (32 pg), tetraciclina - TET (16 pg), ciprofloxacina - CIP (1 pg) e
sulfametaxazol + trimetropim - SUT (76/4 ug). Todos os antimicrobianos testados
eram da marca Sigma®. Os isolados foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion
(BHI, Oxoid) e incubados a 37 °C por 18 h. Posteriormente os subcultivos foram
ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI, o que corresponde a aproximadamente
1.5 x 108 UFC/mL. Apods essa etapa, 200 yL da cultura bacteriana turva, foram
adicionadas a uma placa de 96 pocos, e com o auxilio de um pin-replicator, foram
transferidas para as placas contendo agar Mueller-Hinton (MH, Oxoid) suplementado
com a concentragao selecionada dos diferentes antimicrobianos. Apds a incubacéao a
37 °C por 16 h, os resultados foram interpretados como sensiveis e resistentes. Para
cada ensaio, uma cepa pan-suscetivel (E. coli ATCC 25922) foi incluida como controle
negativo, para validar o desempenho do teste e uma placa de Agar MH sem
antimicrobianos foi utilizada para verificagao da viabilidade dos isolados avaliados.

4.2.4 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos pela técnica do Disco-difusao e

deteccao de E. coli produtora de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Com base na triagem dos isolados através do Breakpoint, 50% dos isolados
que foram considerados sensiveis de cada ponto de coleta, juntamente com os
isolados que apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano testado,
totalizando 701 isolados, foram submetidos ao teste de difusdo em disco de agar
(método Kirby-Bauer) usando agar MH, conforme recomendado pelos protocolos do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Todos os antimicrobianos
testados eram da marca Cecon®. Foram testadas antimicrobianos pertencentes a dez
classes distintas, utilizadas na produc¢ao animal e para a saude humana: Penicilinas:
amoxicilina - AMO (10 ug); Cefalosporina de terceira geragao: ceftiofur - CTF (30 ug);
Monobactam: aztreonam - ATM (30 ug); Carbapenema: imipenem - IPM (10 ug);
fluoroquinolona: ciprofloxacina - CIP (5 ug); tetraciclina: tetraciclina - TET (30 pg);
aminoglicosideo: gentamicina - GEN (10 pg), inibidores do folato: sulfametoxazol +

trimetoprima - SUT (23,75/1,25 pg), anfenicois: cloranfenicol - CLO (30 pg) e
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macrolideo: azitromicina - AZI (15 ug). Os isolados foram cultivados em caldo BHI e
incubados a 37 °C por 18 h. Posteriormente os subcultivos foram ajustados na escala
0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa de agar MH e apds foi realizado a
aplicacao dos discos. O controle do teste foi realizado com uma cepa pan-suscetivel
de Escherichia coli ATCC® 25922. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 h, e
realizado leitura. Os resultados foram interpretados com base nas diretrizes do CLSI
(CLSI, 2020).

Na triagem para detecgdo de ESBL foram utilizados dois antimicrobianos,
ceftazidima — CAZ (10 ug) e cefotaxima - CTX (5 ug), ambos cefalosporinas de terceira
geracao (EUCAST, 2013). Os isolados que apresentaram resultados com halos de
inibicdo para ceftadizima e cefotaxima menores do que 22 e 21 mm, respectivamente,
foram submetidos ao teste fenotipico confirmatério de ESBL que consistiu na
realizacdo do método de disco-difusao duplo (EUCAST, 2013). Para isso, os isolados
foram cultivados em caldo BHI e incubados a 37 °C por 18 h. Posteriormente os
subcultivos foram ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI, estriados em placa
de agar MH e realizado a aplicagdo dos discos: um disco central contendo a
combinagao de amoxicilina com acido clavulanico - AMC (20/10 pg) e, em um raio de
20 mm a partir do disco central, foram aplicados trés discos, dois de cefalosporinas
de terceira geracéo (ceftazidima — CAZ — 30 pg e cefotaxima — CTX — 30 pg) e uma
cefalosporina de quarta geragao (cefepima — CPM — 30 ug). O controle do teste foi
realizado com uma cepa pan-suscetivel de Escherichia coli ATCC® 25922. Foram
considerados positivos para producao de enzimas ESBL os isolados de E. coli que
apresentaram zonas de inibicdo aumentadas em torno de qualquer cefalosporina na
dire¢ao do disco com amoxicilina com acido clavulanico (EUCAST, 2013).

Isolados de E. coli foram considerados suscetiveis ou nao suscetiveis, e cepas
com perfil intermediario foram consideradas resistentes. Isolados de E. coliresistentes
a mais de trés classes de antimicrobianos foram definidos como multirresistentes
(MDR) (ECDC; EFSA; EMA, 2017).

4.2.5 Caracterizagdo molecular dos genes de resisténcia dos isolados

Foram selecionados 30% (n=176 isolados) de E. coli por ponto de coleta,

buscando isolados que apresentaram perfis distintos de resisténcia fenotipica através
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do teste de Disco-difusao, para a correlagcado genotipica através da pesquisa de genes
de resisténcia aos antimicrobianos pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

Para a obten¢do do DNA, os isolados foram submetidos a extragdo, segundo a
metodologia descrita por Dias et al. (2016). O DNA obtido foi submetido a PCR para
avaliacdo dos genes relacionados a resisténcia aos B-lactdmicos — blaTEM;
Gentamincina - aac(3)-11;, Tetraciclina tetA; Ciprofloxacina - qnrS, Trimetoprim — dhfrl;
Sulfonamidas - sul1; Cloranfenicol - cmIAS e floR (Tabela 1).

Em todos os protocolos, as reagbes compreenderam um volume final de 25 pl,
contendo metade do voulme da Taq Pol Master Mix 2X Green (Cellco ®), 5,0 pl do
DNA extraido, 10 pmol dos primers forward e reverse e agua ultrapura livre de
nucleases (Promega®) para completar o volume final. Para controle positivo foram
utilizados isolados obtidos em estudo anterior (VIANA et al., 2020), sendo para os
genes blaTEM, tet(A), qnrS e floR, utilizado Salmonella Bredeney (cv-19); para os
genes aac(3)-1l, dhfrl e sul1 foi utilizado uma cultura de S. Bredeney (cv-18) e para o
gene cmlAS foi utilizado uma cultura de S. Typhimurium (cv-38). Para o controle
negativo, foi utilizado e agua ultrapura livre de nucleases (Promega®).

As sequéncias dos primers, os tamanhos de fragmentos esperados e a
temperatura de anelamento de cada primers estdo representados na tabela 1. Os
produtos das reacdes da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, e tampdo de 0,5X Tris/AcidoBérico/EDTA e revelados com o intercalante

GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), e visualizados em transiluminador UV.
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4.2.6 Analise estatistica

A estatistica descritiva foi usada para uma caracterizacdo dos dados de
resisténcia. Para cada ponto de amostragem, foram calculadas as prevaléncias de
isolados que eram resistentes. Os dados de susceptibilidade antimicrobiana sao
expressos como porcentagens.

A "coeréncia" geral entre fendtipos e gendtipos resistentes foi entdo calculada
usando o software OpenEpi (DEAN et al.,, 2013) Os resultados fenotipicos foram
considerados o “padréo ouro” para este teste. A sensibilidade diagndstica representa a
proporgao de verdadeiros positivos, enquanto a especificidade diagndstica representa a
propor¢gao de verdadeiros negativos. A concordancia dos resultados fenotipicos e
genotipicos foi calculada e comparada pelo indice Kappa de Cohen (K) utilizando
também o software OpenEpi (DEAN et al., 2013) e interpretada da seguinte forma: K
<0,00 - concordancia pobre; 0,00 < K <0,20 - concordancia leve; 0,21 < K <0,40 -
concordancia justa; 0,41 < K <0,60 - concordancia moderada; 0,61 < K <0,80 -

concordancia substancial; 0,81 < K <1,00 - concordancia quase perfeita.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Isolados de E. coli

Das 485 amostras coletadas, um total de 1.128 isolados de E. coli foram obtidos,
sendo estes de carcagas de frango apds a sangria (352 isolados), depenagem (255),
evisceracao (224) e apos a saida do chiller (139), agua residual da escaldagem (35) e
chiller (17), caixa de transporte das aves (39) e fezes humanas (67). Nenhum isolado de

E. coli foi obtido de agua industrial (Tabela 2).
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Tabela 2. Local de amostragem e numero de amostras coletadas (n= 495), numero e
percentual de amostras positivas e numero total de isolados obtidos das amostras na

Cadeia de Frango de Corte

Numero de
Local de coleta (numero de amostras) amostras positivas Numero de isolados
(%)
Carcacas de frango ap6s a sangria (100) 99 (99%) 352
Carcacgas de frango apds a depenagem (100) 85 (85%) 255
Carcagas de frango apos a evisceragao (100) 93 (93%) 224
Carcacas de frango ap6s a chiller (100) 74 (74%) 139
Agua residual da escaldagem (10) 10 (100%) 35
Agua residual do chiller (10) 10 (100%) 17
Agua industrial (10) 0 (0%) 0
Caixa de transporte das aves (50) 25 (50%) 39
Fezes humanas (15) 15 (100%) 67
Total (495) 411 1128

4.3.2. Susceptibilidade antimicrobiana de isolados de E. coli pela técnica de diluicdo em
agar

A susceptibilidade antimicrobiana dos 1.128 isolados de E. coli foi testada pela
técnica de diluicdo em agar para a triagem inicial. O numero e o percentual de isolados
resistentes a cada agente antimicrobiano é relatada na Tabela 3. Os agentes
antimicrobianos ao qual a resisténcia foi mais comumente detectada pelo Breakpoint
foram o sulfametoxazol + trimetoprim (43,3%), tetraciclina (35,5%) e amoxicilina (29,2%).

As amostras de carcaga apds sangria, depenagem e evisceragao tiveram
resultados semelhantes, sendo uma resisténcia alta principalmente aos antimicrobianos
sulfametoxazol + trimetoprim (47,3%), tetraciclina (38,9%) e amoxicilina (30,3%), com
baixa resisténcia antimicrobiana principalmente ao ceftiofur (8,3%) e ciprofloxacina
(10,8%). As amostras que representam o produto final (carcaga apds saida do chiller),
tiveram uma resisténcia antimicrobiana elevada para sulfametoxazol + trimetoprim
(33,1%), amoxicilina (33,8%) e tetraciclina (24,4%). Ja as amostras do ambiente, tanto
de agua residual da escaldagem quanto do chiller e também as amostras de caixa de
transporte das aves, que representam o status de resisténcia dos isolados a campo,
tiveram uma resisténcia alta a associagao sulfametoxazol + trimetoprim (>37,1%),
tetraciclina (>41%) e amoxicilina (>23,5%). Para as amostras de fezes dos funcionarios,

a maior resisténcia foi encontrada para o antimicrobiano amoxicilina (7,5%).
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4.3.3. Resisténcia antimicrobiana de isolados de E. coli por Disco-difusao e ESBL

ApOs a triagem com o Breakpoint, 701 isolados foram avaliados pela técnica de
Disco-difusdo (Tabela 4). Através dessa técnica, a resisténcia a ciprofloxacina foi a mais
prevalente com 94,1% (660 isolados), seguido de tetraciclina (56,3%), sulfametoxazol +
trimetoprim (54,4%) e amoxicilina (48,1%). Os antimicrobianos ceftiofur, imipenem e
aztreonam, apresentaram menor porcentagem de resisténcia entre os isolados e pontos
de coleta. Deste total de 701 isolados, 15 (2,2%) foram considerados ESBL positivas,
sendo oito isolados provenientes de carcaga apOs sangria, quatro de carcaca apos
depenagem, uma de carcaga apos evisceragao e duas de agua de escaldagem.

Pode-se observar pela tabela 4 que os resultados de resisténcia dos isolados
obtidos de amostras de carcaga apos sangria, depenagem e evisceragdo, assim como
os de caixa de transporte das aves, apresentaram uma grande porcentagem de
resisténcia aos seguintes antimicrobianos: ciprofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim,
tetraciclina, amoxicilina e azitromicina. As amostras de carcacga apoés chiller, as maiores
porcentagens de resisténcia foram demostradas para ciprofloxacina (91,5%) e a menor
para o ceftiofur (13,2%). Os isolados de amostras de fezes humanas apresentaram baixa
resisténcia aos antimicrobianos testados, com a menor porcentagem de resisténcia para
os antimicrobianos ceftiofur e sulfametoxazol + Trimetoprim (5,6%) e as maiores
porcentagens de resisténcia para ciprofloxacina (100%), amoxicilina (38,9%) e
azitromicina (38,9%). Nao foi detectado nenhum isolado resistente ao antimicrobiano

cloranfenicol nestas amostras.
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Foram considerados MDR 568 isolados (50,3%), divididos em 229 padrdes de
multirresisténcia. Os padroes de multirresisténcia mais prevalentes (acima de cinco

isolados por perfil MDR) foram apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Padrao de resisténcia Multipla a Drogas (MDR) mais prevalentes entre os
isolados de Escherichia coli (acima de cinco isolados por perfil MDR) obtidos da Cadeia de
Frango de Corte.

AMO CTF ATM IPM GEN TET CIP SUT CLO AZlI N°isolados MDR

X X X 5
X X X X 6
X X X 6
X X X 5
X X X 7
X X X 9

X X X 7

X X X 12

X X X 7

X X X 9

X X X X 5
X X X X 5
X X X X 7
X X X X 9
X X X X 9

X X X X 10

X X X X 5

X X X X 15

X X X X X 7
X X X X X 5
X X X X X 8
X X X X X 5

X X X X X 20

X X X X X X 9
X X X X X X 12
X X X X X X 8
X X X X X X X 5
X X X X X X X X 5
X X X X X X X X X 6

Legenda: Amoxicilina - AMO (10 ug); ceftiofur - CTF (30 ug); aztreonam - ATM (30 ug); imipenem - IPM (10 ug);
ciprofloxacina - CIP (5 pg); tetraciclina - TET (30 ug); gentamicina - GEN (10 ug), sulfametoxazol + trimetoprima - SUT
(23,75/1,25 pg), cloranfenicol - CLO (30 pg) e azitromicina - AZI (15 pg). X= Resultado resistente.

A multirresisténcia variou entre os diferentes locais de amostragem: carcaga apds

sangria, depenagem, evisceragao e saida do chiller tiveram as porcentagens de MDR de
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34,3%, 23,2%, 18,7% e 11,4% respectivamente. Ja para as amostras de agua de
escaldagem e chiller, caixa de transporte e fezes humanas, 2,11%, 4,22%, 4,75 e 1,23
respectivamente. Apenas dois isolados, um de carcaga apds sangria e outro de carcaga
apos depenagem, foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados (Tabela 6). Dos 701
isolados testados, 6,1% dos isolados foram resistentes a sete antimicrobianos, 3,3%
resistentes a oito antimicrobianos, 1,3% a nove antimicrobianos e apenas um (0,2%) foi
resistente aos dez antimicrobianos testados, sendo este obtido de amostra de carcaga apos
depenagem. Todos os 15 isolados caracterizados como ESBL positivos também foram
MDR.

Tabela 6. Numero de antimicrobianos aos quais os 701 isolados de Escherichia
coli obtidos apresentaram resisténcia antimicrobiana, variando de um a até dez

classes de antimicrobianos

Porcentagem

N° de antimicrobiano resistente N° isolados (%)
Sensivel a todos os antimicrobianos testados 2 0,3
Resistente a 1 classe 35 50
Resistente a 2 classes 96 27,4
Resistente a 3 classes 118 16,8
Resistente a 4 classes 136 19,4
Resistente a 5 classes 126 18,0
Resistente a 6 classes 112 16,0
Resistente a 7 classes 43 6,1
Resistente a 8 classes 23 3,3
Resistente a 9 classes 9 1,3
Resistente a 10 classes 1 0,2
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4.3.4 Caracterizacao genotipica de resisténcia

Para a detecgéo dos genes de resisténcia blaTEM, aac(3)-1l, tetA, qnrS, dhfrl, sulf,
cmlAS e floR foram selecionados 30% em cada ponto de coleta, correspondendo a 176
isolados apods o teste de Disco-Difusdo. Um total de 74 isolados (42%) apresentaram a
presenga de um ou mais genes de resisténcia antimicrobiana, e 57,9% dos isolados de E.
coli ndo apresentavam os genes de resisténcia investigados. Os genes mais detectados
foram cmlAS (21,6%), sul1 (21%) e dhfrl (12,5%) (Tabela 7). Uma baixa porcentagem foi
detectada para os genes aac(3)-Il (2,8%), tetA (6,2%) e blaTEM (7,9%). Nenhum dos
isolados testados apresentaram os genes de resisténcia gnrS e floR.

Em 14 isolados foi possivel observar a detecgao simultanea dos genes sult e dhfrl
(Tabela 8). O numero maximo de genes identificados em um unico isolado foram cinco
(blaTEM, tetA, dhfrl, sul1, cmIA5) em uma amostra obtida em carcagca apdés a sangria
(Tabela 8). Em quatro isolados ESBL positivos fenotipicamente apresentaram genes de
resisténcia, sendo que um deles apresentou quatro genes simultaneamente: blaTEM, dhftl,
sull e cmlIA5 em uma amostra de carcaga ap6s sangria. Os outros trés isolados ESBL
apresentaram os genes de resisténcia blaTEM e cmIAS (carcaga apds evisceragao), dhfrl
(carcaga apos sangria) e sul1 (agua de escaldagem).

Em relacdo a correlagdo dos resultados fenotipicos e genotipicos observados, a
maior discordancia foi evidenciada para a resisténcia a amoxicilina, para as quais varios
isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos (n=62). Com
base no teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordancia pobre (K=-0,052), ja os

demais antimicrobianos uma concordancia leve (Tabela 9).
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Tabela 8. Perfil genotipico dos 14 isolados de Escherichia coli que apresentaram trés ou
mais genes de resisténcia e seus respectivos pontos de coleta na cadeia produtiva de

frango de corte.

Perfil genotipico N° de isolados Ponto de coleta

blaTEM; aac(3)ll; cmIA5
blaTEM; dhfrl; sul1

blaTEM; dhfrl; sul1; cmIA5*
blaTEM; tetA; cmIAS

blaTEM:; tetA; dhfrl; sul1; cmIA5
dhfrl; sul1; cmIAS

tetA; dhfrl; cmIAS

tetA; dhfrl; sul1; cmIA5

tetA; sul1; cmIAS

Carcaca ap6s sangria

Carcaga ap6s sangria

Carcaga ap6s sangria

Agua escaldagem

Carcaga ap6s sangria

Carcaga ap6s sangria; apos evisceragao e apos chiller
Carcaca apos evisceragao

Carcaga ap6s sangria e carcaga apos chiller

= N =2 01 A A A A a

Carcaga ap0s evisceragao

*Isolado de Escherichia coli ESBL positivo.
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4.4 DISCUSSAO

A importancia econémica da cadeia de frango de corte, suas diversas etapas de
producao e o uso de antimicrobianos faz com que seja um excelente reservatorio de
micro-organismos e genes de resisténcia. Desta forma, a pesquisa da Escherichia coli
como indicador de resisténcia antimicrobiana € importante, principalmente pela facilidade
de aquisicao e transferéncia horizontal de genes, contribuindo para verificagdo da
situagao real da RAM, envolvendo o animal, o humano e o ambiente (JIANG et al., 2011;
KAESBOHRER et al., 2012).

No estudo atual e conforme esperado, o isolamento de E. coli ocorreu em todos
os pontos coletados, sendo que o maior numero de amostras positivas ocorreu em
amostras de carcaga apoés a etapa de sangria, que pode ser devido a origem fecal com
consequente contaminagdo das penas das aves (BUESS et al.,, 2019). O menor
percentual de ocorréncia de E. coli envolvendo amostras de carcaca foi na saida do
chiller, evidenciando que durante o processo de abate houve reducao da presenca do
micro-organismo, provavelmente por efeito do processo tecnolégico aplicado. A
presenca desse indicador na agua pode contribuir para a sobrevivéncia e disseminagéo
do micro-organismo pelo abatedouro, ja que pode ocorrer uma contaminagao cruzada
da carcaga durante os processos de escaldagem e resfriamento (ABU-RUWAIDA et al.,
1994).

Em relacdo ao perfil de resisténcia dos isolados, uma alta resisténcia
antimicrobiana foi detectada frente a ciprofloxacina, tetraciclina, sulfametoxazol +
trimetoprim, amoxicilina e azitromicina, sendo um resultado preocupante, ja que alguns
desses antimicrobianos sdo utilizados em humanos para casos graves e também em
aves, seja de forma profilatica, terapéutica ou promotor de crescimento (Tabela 4). A
permanéncia dessa alta porcentagem de micro-organismos resistentes na cadeia
produtiva de frango de corte pode ser resultado de mutagdes espontaneas ou da
aquisicdo e disseminacédo de genes de resisténcia, devido principalmente ao uso de
antimicrobianos nos animais (DA COSTA et al., 2013). Outros trabalhos envolvendo a
pesquisa de E. coli na cadeia de frango de corte também evidenciaram perfis de
resisténcia semelhantes ao observados no presente estudo (JIANGUO et al., 2012;
KORSB et al., 2015; BEZERRA et al., 2016).
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A resisténcia as fluorquinolonas, como a ciprofloxacina (94,1%), deve ser
considerada como um sinal de alerta em saude publica, ja que é um antimicrobiano
criticamente importante e seu uso € recomendado apenas para a saude humana (WHO,
2019; SIN et al., 2020). Resultados semelhantes ao presente estudo, com uma alta
porcentagem de resisténcia a ciprofloxacina, mesmo quando n&o utilizados durante a
criacao das aves, foram detectados em isolados de E. coli de amostras de frango de
corte em varios paises (ALVAREZ—FERNANDEZ etal., 2013; DOREGIRAEE et al., 2018;
MUCH et al., 2019; POURHOSSEIN et al., 2020). Tem crescido muito em todo o mundo
a resisténcia a fluorquinolonas, ndo apenas em isolados E. coli comensais, mais também
de patdégenos de importancia para a saude humana (DOBIASOVA et al., 2013;
SAMANTA et al., 2014; VIANA et al., 2019).

No presente estudo, todos os isolados de E. coli ESBL positivos fenotipicamente
apresentaram resisténcia simultédnea a ciprofloxacina, o que ja foi detectado em outros
estudos, devido principalmente por estarem abrigados nos mesmos elementos genéticos
moéveis (LOWE et al., 2012; MATSUMURA et al., 2013; DOBIASOVA et al., 2013).
Quando os isolados de E. coli produtores de ESBL estdo associadas em plasmideos
podem abrigar genes de resisténcia de outros antimicrobianos, como fluorquinolonas,
aminoglicosideos e tetraciclinas (CARATTOLI, 2009; DOLEJSKA et al., 2013). Um dos
problemas da localizagcdo de genes de resisténcia em plasmideos, € pela perpetuacao
desses genes, ja que podem carregar genes que conferem resisténcia a outras classes
antimicrobianas no mesmo plasmideo, podem continuar a selecionar micro-organismos
resistentes e se espalhar mesmo que nao estejam sujeitos a uma presséao seletiva pelo
uso do antimicrobiano (ENNE, 2010).

Foi detectada uma baixa prevaléncia ESBL nos isolados, apenas 2,1%.
Resultados semelhantes foram obtidos em um trabalho no Ira, envolvendo isolados de
E. colide amostras de aves e fezes humanas onde 6,3% de ESBL foi detectada nas aves
e nenhum isolado dos trabalhadores (DOREGIRAEE et al., 2018). No presente estudo,
todos os isolados ESBL foram MDR tendo sido detectados os genes blaTEM; dhftl; sul1;
cmlA5 (Tabela 8), indicando que a resisténcia pode ser mantida através da co-selegao
de genes de resisténcia de varias classes de antimicrobianos, e n&do somente pela
exposigcao aos antimicrobianos previamente (BENNETT, 2008; BROLUND et al., 2014;
YASIR et al., 2020).

A enrofloxacina, outra fluoroquinolona, € muito utilizada na avicultura de corte,

quando esse antimicrobiano é administracdo pode ocorrer sua biotransformagdo no
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figado, formando como metabolito ativo a ciprofloxacina, o que foi comprovado em outro
estudo em humanos onde os micro-organismos intestinais apresentaram aumento da
resisténcia a ciprofloxacina quando era utilizada a enrofloxacina (CHEN et al., 2011).
Além disso, como todas as fluorquinolonas possuem o mecanismo de inibi¢do dos genes
da topoisomerase levando a inibicdo da replicagdo do DNA, a resisténcia antimicrobiana
a qualquer um deles, conferira resisténcia a todos os outros (ODOCH et al., 2018).

O gene gnrS que confere resisténcia a ciprofloxacina através da ligagdo a DNA-
girase a Topoisomerase |V, impedindo a agdo do antimicrobiano, n&o foi detectado neste
estudo (Tabela 7). Porém, existem outros genes correlacionados a resisténcia as
quinolonas mediada por plasmideo, como a gnrA, qnrB, assim como outros mecanismos
e genes, como as mutagdes pontuais nas regides determinantes da resisténcia as
quinolonas do DNA girase (gyrA e gyrB) e dos genes da topoisomerase |V (parC e parE)
(HOPKINS et al., 2005). Mutagdes dupla no gene gyrA, ocorrem através de substituicoes
de aminoacidos em algumas posi¢oes, geralmente a serina localizada no cédon 83 e 87
que é substituido por outro aminoacido, a leucina, que alteram o sitio de ligacdo do
antimicrobiano, reduzindo a afinidade e impedindo a agdo do mesmo (SAYAH et al.,
2005; ALESSIANI, 2009; ODOCH et al., 2018).

Foi detectado no presente estudo uma resisténcia em 54,4% dos isolados
relacionada a associacdo sulfametoxazol + trimetoprim, evidenciando que o uso de
antimicrobianos contribui diretamente para desenvolvimento da resisténcia, ja que houve
o relato de que foi utilizada esta associagao de antimicrobianos em lotes estudados. Uma
porcentagem alta de resisténcia a esse antimicrobiano (61,1%) também foi detectado
nas amostras de caixa de transporte, e este alto percentual também pode explicar a baixa
taxa metabdlica o que proporciona a excrecédo nas fezes (SIVAGAMI et al., 2020). Os
residuos de antimicrobianos excretados, juntamente com os antimicrobianos que sao
administrados via ragdo animal que n&o sdo consumidos, atingirdo os sedimentos do
solo diretamente, levando a uma sele¢cdo de micro-organismos resistentes (SIVAGAMI
et al., 2020).

Atualmente no Brasil o uso da tetraciclina como aditivo alimentar na produgao de
aves é proibido (BRASIL, 2009), porém o uso na forma terapéutica para aves ainda é
permitido. No estudo atual foi obtido uma alta resisténcia a tetraciclina (Tabela 4),
condizente com outros trabalhos (ZHANG et al., 2012; STELLA et al., 2013). Em relagao
a presencga do gene tetA, que codificam bombas de efluxo, apenas 6,2% dos isolados

apresentaram o gene, e também apresentaram uma concordancia leve entre o resultado
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fenotipico e genotipico (Tabela 9), sendo explicado pela diversidade de genes que
codificam resisténcia a essa classe, cerca de 36 (CHOPRA & ROBERTS, 2001). No
estudo do Ghanbarpour et al. (2020), uma baixa presenga de genes de resisténcia de
tetA foi detectada, mesmo com uma alta resisténcia fenotipica observada. As
tetraciclinas, sulfonamidas e penicilinas sdo muito utilizadas na produgao animal, e taxas
de resisténcia mais alta a estes antimicrobianos séo esperadas (VAN BOECKEL et al.,
2017).

A resisténcia a amoxicilina foi comum entre os isolados (Tabela 4) e, por ser um
antimicrobiano muito utilizado na cadeia de frangos de corte, pode favorecer a resisténcia
antimicrobiana. Porém o gene blaTEM, que €& capaz de hidrolisar penicilina e
cefalosporinas de 12 geracdo (ALl et al., 2018), obteve a maior discordancia em relagao
a frequéncia aos resultados fenotipicos e genotipicos observados (Tabela 9), onde varios
isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos, apresentando
uma concordancia pobre, sendo explicada principalmente pela diversidade de gene da
classe (BUSH & JACOBY, 2010; D’ANDREA et al., 2013; DAY et al., 2016).

Cloranfenicol teve o uso proibido em animais a partir de 1998, e é recomendado
apenas para tratamento em humanos (BRASIL, 2003), sendo considerado um
antimicrobiano de importancia critica. Mesmo nao apresentando uma alta porcentagem
de resisténcia fenotipica ao Cloranfenicol, o gene mais detectado foi o cmlIA5, em 21,6%
dos isolados de E. coli, apresentando uma concordancia leve entre o fenotipico e
genotipico (Tabela 9). O uso de florfenicol é permitido apenas em animais, sendo um
analogo estrutural fluorado de tianfenicol e cloranfenicol, pode selecionar para
resisténcia cruzada entre patdgenos bacterianos, o que pode ser dos motivos de manter
a resisténcia ao cloranfenicol mesmo sem o seu uso na produ¢ao animal (WHITE et al.,
2000). Alguns micro-organismos podem abrigar genes silenciados de resisténcia
antimicrobiana e se tornam inativados devido a um defeito genético, chamados “silencing
of antibiotic resistance by mutation” (SARM), dos quais podem ndo expressar a
resisténcia fenotipica e serao classificados como sensiveis nos testes fenotipicos (KIME
et al., 2019).

Assim como observado no presente estudo, o gene floR nao foi detectado em
nenhum isolado em pesquisa realizada em cadeia de suinos nos Estados Unidos da
América (EUA), onde o gene cmlA5 foi mais detectado entre os isolados de E. coli e o
gene floR foi menos frequente (TRAVIS et al., 2006). Assim, a presenca de E. coli

resistentes a esse antimicrobiano em animais e a excregédo desses agentes e genes de
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resisténcia diretamente no ambiente representa um risco, ja que pode haver uma
contaminagao direta ou através do alimento, chegando até a microbiota humana e
perpetuando a resisténcia entre outros micro-organismos comensais e patogénicos ali
presentes (WHO, 2011).

Isolados de E. coli obtidos de amostras de carcaca apds o chiller, que ja podem
representar o produto final, apresentaram uma resisténcia alta a alguns antimicrobianos
testados (Tabela 4), o que também foi evidenciado por ZHAO et al. (2012) em amostras
de produtos carneos bovinos, suinos, aves e perus onde a maior resisténcia aos
antimicrobianos foi detectada em isolados de carne de frango. No estudo atual, dos 20
isolados testados para genes de resisténcia nas amostras de carcaga apoés chiller, os
genes dhfrl (35%), sul1 (35%) e cmlA5 (25%) foram os mais detectados. A presenca
destes genes de resisténcia podem contribuir com a disseminagcdo de genes de
resisténcia para a microbiota endégena humana (VAN DEN BOGAARD et al., 2001).

De maneira geral a resisténcia dos isolados de E. coli das amostras de fezes
humanas foi alta (Tabela 4), semelhantes aos encontrados na literatura (ALALI et al.,
2010; KORB et al., 2015). Os isolados de E. coli das amostras de fezes humanas
apresentaram resisténcia a praticamente os mesmos antimicrobianos que as demais
amostras da cadeia de frango de corte (Tabela 4). Entre esses antimicrobianos com
resisténcia similar, estdo amoxicilina, ciprofloxacina e azitromicina, que sao utilizados
para o tratamento em humanos e animais. Esse resultado pode sugerir que além do uso
direto desses antimicrobianos pelos humanos, a producdo animal € um cenario
importante, pois permite a exposigdo humana indireta aos antimicrobianos ou aos micro-
organismos resistentes através de animais, residuos e produtos (WOON & FISHER,
2016).

Em um estudo nos EUA, identificaram-se isolados de E. coli resistentes a
antimicrobianos de humanos e produtos avicolas muito semelhantes entre si sugerindo
que esses isolados humanos possam ter sido derivados das aves (JOHNSON et al.,
2007). Um outro estudo realizado com isolados de E. coli de trabalhadores da pecuaria
e trabalhadores de restaurantes da mesma regido, evidenciou que os isolados obtidos
dos trabalhadores da pecuaria eram mais resistentes aos antimicrobianos, demostrando
que o contato com os animais pode ser uma fonte de resisténcia (CHO et al., 2012).
Assim, o uso de antimicrobianos na cadeia produtiva animal gera um impacto para a
saude publica, principalmente por que o intestino humano é um 6timo reservatorio de

genes de resisténcia, onde pode ocorrer muita troca de material genético e mutacoes,
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contribuindo para elevar as possiveis falhas terapéuticas, aumento da mortalidade e
perdas econdmicas (HUDDLESTON, 2014; SIVAGAMI et al., 2020).

A azitromicina, aztreonam, imipenem e gentamicina também entram no grupo de
antimicrobianos criticamente importantes de mais alta prioridade para a medicina
humana (WHO, 2019) e a resisténcia a eles variou entre 20,4% e 43,2% (Tabela 4). Essa
resisténcia é considerada um problema para a saude publica, ja que uma prevaléncia de
resisténcia de 10-20% em antimicrobianos criticamente importantes € considerada mais
grave do que uma resisténcia acima de 50% para antimicrobianos menos importantes no
tratamento em humanos (HANON et al., 2015). O antimicrobiano imipenem, da classe
dos carbapenemas, € importante para o tratamento de infe¢des, principalmente pelo seu
amplo espectro e sua agao contra micro-organismos produtores de beta-lactamases
(MIRBAGHERI et al., 2015). No entanto, uma resisténcia elevada foi detectada no estudo
atual, representando um risco para saude publica.

O isolamento de E. coli resistentes na agua de escaldagem e do chiller também
foi elevado (Tabela 4), onde acorreu a detecgdo de resisténcia a antimicrobianos de
importancia para a saude humana, como ciprofloxacina, cloranfenicol e azitromicina. Na
agua de escaldagem e chiller foram detectados genes de resisténcia (Tabela 7),
indicando que essa fonte ambiental, pode servir como um reservatério de bactérias e
genes de resisténcia, contribuindo para dispersdo para o alimento e humanos. Além
disso, essa agua residual vai ser destinada para tratamento e os micro-organismos
resistentes e genes de resisténcia presentes podem ser disseminados através do solo e
agua (CHEN et al., 2017; HONG et al., 2018; ANDRADE et al., 2020).

A concordancia pobre (gene blaTEM) ou leve entre os fendétipos e gendtipos de
resisténcia observados neste estudo ndo € um fendmeno incomum, e pode ocorrer
devido a outros genes de resisténcia estarem envolvidos com a resisténcia
antimicrobiana ou porque a presenca do gene ndo é suficiente para expressar uma
resisténcia significativa ao antimicrobiano. Além disso, a delecdo da regido promotora do

gene também pode contribuir para a ndo expressao da resisténcia (VK et al., 2019).

4.5 CONCLUSAO

Uma porcentagem alta de resisténcia fenotipica foi observada neste estudo, todos

os isolados de E. coli, exceto dois, foram resistentes a pelo menos um dos
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antimicrobianos pesquisados, e grande parte desses isolados (50,3%) foram
multirresistente. A similaridade da resisténcia antimicrobiana entre os isolados de
amostras de funcionarios, com as demais amostras da cadeia avicola foi detectada,
principalmente para os antimicrobianos amoxicilina, tetraciclina, ciprofloxacina e
azitromicina. Esses antimicrobianos sao de importancia para tratamento de infegbes
bacterianas, sendo um sinal de alerta para a saude publica, ja que a exposig¢ao a esses
antimicrobianos e a troca de material genético entre os micro-organismos pode facilitar
0 aumento da resisténcia.

Grande parte dos isolados testados carregavam os genes de resisténcia dhfrl, sul1
e cmlA5, que conferem resisténcia as sulfonamidas, trimetoprim e ao cloranfenicol,
respectivamente. Para a correlagdo dos resultados fenotipicos e genotipicos, a maior
discordancia foi evidenciada para a resisténcia a amoxicilina, para as quais varios
isolados foram fenotipicamente positivos, mas genotipicamente negativos. Com base no
teste Kappa, amoxicilina demostrou uma concordancia pobre, j4 os demais
antimicrobianos uma concordancia leve. Isso se deve principalmente pela diversidade de
genes que podem codificar a resisténcia ao determinado antimicrobiano e também por
que outros mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos. Sendo assim, mais
estudos sdo necessarios, principalmente o sequenciamento do genoma completo, que
permite uma analise mais completa dos genes e mecanismos de resistentes dos

isolados.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A resisténcia a antimicrobianos € um problema de saude publica, onde a presenca
de alta resisténcia nos isolados evidencia a importancia do controle e redugao do uso de
antimicrobianos, assim como o estabelecimento de planos de controle eficazes no
mundo todo. Os resultados apresentados s&o dignos de preocupagéo, ja que a cadeia
de frango de corte tem uma importancia econdmica, além dessa proteina chegar em
muitos paises, facilitando ainda mais a disseminacgao da resisténcia antimicrobiana.

Assim, a identificacdo de genes de resisténcia em isolados que apresentam a
caracteristica fenotipica de resisténcia € importante, pois podem ser transferidos para
outras isolados horizontalmente e expressos em condi¢gdes apropriadas, ocorrendo a

dispersao da resisténcia para os humanos, animais e ambiente.
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