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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo fenotipica de
susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Escherichia coli obtidos da cadeia
de tilapicultura; a verificagdo de multirresisténcia a drogas antimicrobianas (MDR) e a
avaliacao da producao de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) através da
técnica da sinergia de duplo disco (DDST). Um total de 584 isolados foi obtido de
amostras do ambiente de criagdo, abate e processamento de tilapias, de produtos
finais e de fezes de trabalhadores do frigorifico na regido oeste do Parana, Brasil. Os
isolados de E. coli foram recuperados de 13 amostras fecais de humanos, 10
amostras de agua do tanque representativas da propriedade, 30 amostras de agua
residuarias do ambiente de abate (Chiller, escamadeira e evisceragao), 100 amostras
de carcaga e 100 de produto final (filé de Tilapia). Na avaliacdo da susceptibilidade a
antimicrobianos, foi possivel recuperar 581 isolados, que foram testados frente a 10
antimicrobianos de 10 classes diferentes utilizando a técnica de disco difusdo em agar.
Deste total 143 (24,6%) foram resistentes a amoxicilina (AML — 10ug); 110 (18,9%) a
azitromicina (AZl 15ug); 49 (8,4%) a tetraciclina (TET - 30ug); 41 (7,1%) a
ciprofloxacina (CIP - 5ug); 24 (4,1%) ao sulfametoxazol/trimetropim (SUT - 23,75-1,25
Mg); 14 (2,4%) ao imipenem (IMP - 10uQ); 12 (2,1%) ao aztreonam (ATM - 30ug) ;
11(1,9%) a gentamicina (GEN - 10ug); sete (1,2%) a ceftiofur (CEF - 30pg) e seis (1%)
ao cloranfenicol (CLO 30ug). Mesmo tendo ocorrido uma baixa distribuicdo de
resisténcia em relagdo aos antimicrobianos testados, 257 (44,2%) apresentaram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, demostrando assim, que a resisténcia
ocorreu de forma ampla no estudo. Em relagéo a caracteristica MDR 35 (6%) isolados
apresentaram essa caracteristica distribuidos em todos os pontos de coleta,
principalmente em amostras de carcaga (18) seguido de amostra de filé de Tilapia (5),
agua residuaria do ambiente de abate (4) e amostras de agua do tanque (3). Ja em
relagdo a analise de DDST, nove isolados (1,5%) foram produtores de ESBL, sendo
que sete deles também foram MDR. Foi possivel observar que proporcionalmente, o
numero de amostras que apresentaram isolados resistentes a pelo menos um
antimicrobiano foi maior em amostras do ambiente de criagao (agua do tanque), em
que 100% das amostras apresentaram isolados resistentes, seguido de amostras de
fezes humanas com 92,3%, amostras de agua residuaria do ambiente de abate(chiller,
escamadeira, evisceragao) 66,7%, amostras de carcaga 59% e amostras de filé de
Tilapia com 35%. Ja em relagdo ao numero total de isolados encontrados, nas
amostras de fezes humana 70% dos isolados eram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, seguido das amostras de carcaga com 50,2%, amostras do ambiente
de criagdo com 46,4%, amostras de agua residuaria de abate com 39,7%, e amostras
de filé de Tilapia. Evidenciando assim, que existe uma distribuicdo de isolados
resistentes no ambiente de produg¢ao, no ambiente de abate, nos animais, no produto
final e nas fezes humanas.

Palavras-chave: Aquicultura; multidroga resistentes; ESBL; ambiente; humano;

animal.



ABSTRACT

The objective of this study was to perform the phenotypic characterization
of antimicrobial susceptibility of Escherichia coli isolates obtained from the
tilapiculture chain; the verification of multiple drug resistance (MDR) and the
evaluation of production extended spectrum beta-lactamases (ESBL) through the
double disk synergy technique (DDST). A total of 584 isolates were obtained from
ten different breeding properties of Nile tilapia and feces of 13 employees,
collected in a slaughterhouse in western Parana - Brazil. E. coli isolates were
recovered from 13 faecal samples of humans, 10 samples of water from the tank
representative of the property, 30 samples of residuary water from the slaughter
environment (chiller, fish scaler machine and evisceration), 100 samples of
carcass and 100 from the final product of Nile tilapia (tilapia fillet). To perform the
phenotypic test to evaluate susceptibility to antimicrobials, it was only possible to
recover 581 isolates, which were tested for sensitivity to 10 antimicrobials of 10
different classes using the agar diffusion disk technique. Of the 581 isolates
tested, 143 (24.6%) were resistant to amoxicillin (AML - 10ug); 110 (18.9%) to
azithromycin (AZl 15ug); 49 (8.4%) to tetracycline (TET - 30ug); 41 (7.1%) to
ciprofloxacin (CIP - 5ug); 24 (4.1%) to sulfamethoxazole/trimethopim (SUT -
23.75-1.25 pQg); 14 (2.4%) to imipenem (IMP - 10uQ); 12 (2.1%) to aztreonam
(ATM - 30ug); 11(1.9%) to gentamicin (GEN - 10ug); 7 (1.2%) to ceftiofur (CEF -
30ug); 6 (1%) to chloramphenicol (CLO 30ug). Even though there was a low
distribution of resistance in relation to the antimicrobials tested, of the 581 isolates
257 (44.2%) presented resistance to at least one antimicrobial tested, thus
demonstrating that the resistance occurred generalized in the study. Regarding
the characteristic MDR 35 (6%) isolates presented this characteristic distributed
in all the collection points, mainly in carcass samples (18) followed by fillet sample
of Tilapia (5), residuary water of the slaughtering environment (4) and water
samples of the tank (3). Regarding the analysis of DDST, nine isolates (1.5%)
were producers of ESBL, and seven of them were also MDR. It was observed
that proportionally, the number of samples presenting isolates resistant to at least
one antimicrobial was higher in samples from the breeding environment (tank
water), in which 100% of the samples presented resistant isolates, followed by
samples of human feces with 92.3%, samples of residuary water from the
slaughter environment (chiller, scale remover machine, evisceration) 66.7%,
samples of carcass 59% and samples of Tilapia fillet with 35%. In relation to the
total number of isolates found, 70% of the isolates were resistant to at least one
antimicrobial, followed by 50.2% carcass samples, 46.4% farmed environment
samples, 39% residuary slaughter water samples,7%, and samples of Tilapia
fillet. Thus, there is a distribution of resistant isolates in the production
environment, in the slaughter environment, in animals, in the final product and in
human feces.

Keywords: Aquaculture; resistant multidrug; ESBL; environment; human; animal.
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1 INTRODUGAO

Em 2017, o pescado representou cerca de 17% do total de proteina animal e
7% de todas as proteinas consumidas pela populagdo mundial. Em relacdo a
aquicultura, nos ultimos anos, esse tipo de producdo vem aumentando notavelmente,
considerando que em 1950 a participacéo era de apenas 4% e que em 2018 ela
chegou a 52% (FAO, 2020). A intensificacdo dessa producéo acaba levando a uma
maior concentragdo de animais em um espago menor, proporcionando assim, a
utilizacdo de substancias quimicas como o uso de antimicrobianos, atualmente
empregados para utilizagao terapéutica e profilatica (DIBNER e RICHARDS, 2005).

A utilizagdo desses medicamentos na aquicultura pode oferecer condigdes
para o aparecimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos (GASTALHO et al.,
2014). Independentemente da forma como a resisténcia € adquirida, o uso de agentes
antimicrobianos cria condi¢bes adequadas para a emergéncia e a disseminacgao de
bactérias resistentes (GUARDABASSI e KRUSE, 2010). Essa disseminagao ocorre
como consequéncia da transferéncia horizontal de genes mediada por um conjunto
diversificado de elementos de DNA modveis, como plasmideos, transposoes, ilhas
genbmicas, integrons, bem como transformacéao natural (AARESTRUP, 2005).

A disseminagao ambiental de micro-organismos resistentes expde diferentes
espécies a essas bactérias. Os seres humanos, por exemplo, estdo em constante
exposicao devido ao contato direto durante toda cadeia de producdo animal assim
como por meio do consumo de alimentos de origem animal. Além disso, a interagao
dos antimicrobianos com o solo desempenha um papel importante na determinacgao
da sua presenca e acumulo no meio ambiente.

Os antimicrobianos de wuso veterinario vém sendo considerados
contaminantes ambientais, uma vez que os medicamentos administrados e seus
metabdlitos, ou produtos de degradagao, atingem o ambiente aquatico por meio da
aplicagdo de composto de esterco ou fertilizante liquido em terras agricolas, por
animais criados a pasto excretando diretamente na terra, seguido pelo escoamento,
que pode chegar a camadas mais profundas do solo. A maioria dos antimicrobianos é
soluvel em agua, sendo que cerca de 90% de uma dose pode ser excretada na urina
e até 75% nas fezes de animais (HALLING-SZRENS, 2002). Gullberg et al. (2011)
demonstraram que para varios antimicrobianos utilizados clinicamente, as

concentragbes encontradas em ambientes naturais podem selecionar bactérias
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resistentes. Esses resultados sugerem que a liberacdo desses antimicrobianos no
meio ambiente pode contribuir significativamente para o surgimento e manutengao de
resisténcia (GULLBERG et al., 2011).

Ja no Brasil, a produgao de peixes de cultivo vem aumentando a cada ano e
praticamente toda a produgéao € direcionada ao mercado doméstico, sendo a Tilapia-
do-Nilo a espécie mais produzida no pais. Tendo em vista que em 2020 o Brasil foi 0
4° maior produtor de Tilapia-do-Nilo no mundo (SOUZA, 2021), programas de
monitoramento de resisténcia a antimicrobianos sdo muito importantes. Contudo,
apesar desse crescimento e, logo, do papel que o pais ocupa na aquicultura, sao
poucos os estudos realizados para monitorar a frequéncia de resisténcia
antimicrobiana.

Conforme os dados do Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia
e da Resisténcia Bacteriana em Frango (Prebaf) é possivel verificar varios niveis de
resisténcia/multirresisténcia a antimicrobianos de importancia clinica na cadeia
avicola (BRASIL, 2012), demonstrando, dessa forma, a necessidade de implementar
o0 monitoramento para outras cadeias produtivas e, assim, identificar as possiveis
rotas de transferéncias de cepas resistentes entre o ambiente, animais, alimentos,

manipuladores e consequentemente os consumidores finais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AQUICULTURA

Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), aquicultura pode ser definida como a criagdo de organismos aquaticos
incluindo peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas. Esse tipo de produgao
segue crescendo, estima-se, inclusive, que a producgao global de peixes tenha atingido
cerca de 179 milhdes de toneladas em 2018, sendo a Asia o maior continente produtor
com 66% e a China o pais que mais produziu, com 16%. Nesse mesmo ano, o
continente americano contribuiu com 5% do total de produgao aquicultural, sendo que
o Brasil correspondeu com 2% desse montante de produgéo, ocupando a 132 posi¢cao
no ranking mundial (FAO, 2020).

A Associacdo Brasileira da Piscicultura, entidade que reune todos os
segmentos da cadeia da producdo de peixes de cultivo no pais, atestou que a
produgao brasileira de peixes de cultivo atingiu 802.930 toneladas em 2020, um
crescimento de 5,93% em relacdo ao ano anterior (758.006 toneladas) (SOUZA,
2021).

Além dessa producao de cultivo atender majoritariamente o mercado
domeéstico, a Tilapia-do-Nilo € a espécie que lidera o ranking entre os peixes mais
produzidos no pais, com crescimento de 11,5%, atingindo 486.155 toneladas em 2020
(contra 432.149 toneladas do ano anterior) (FIGURA 1). A regido que lidera a
producao de Tilapia-do-Nilo no Brasil € o Sul, com 44% do total (213.351 toneladas).

Entre seus estados, o destaque absoluto € o Parana, com 166.000 toneladas.
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FIGURA 1 - MAPA REPRESENTANDO OS MAIORES PRODUTORES DE TILAPIA-
DO-NILO NO BRASIL.

@

PARANA

166.000t

SAO PAULO SANTA CATARINA
70.500t 40.059t

MINAS GERAIS MATO GRO

42.100t 29.0901; B

Fonte: Elaboragao da autora a partir das informagdes dispostas em Souza, 2021.

2.2 ANTIMICROBIANOS NA AQUICULTURA

A producgao de Tilapia-do-Nilo pode ocorrer tanto em tanques rede, onde os
peixes ficam em gaiolas sendo produzidos em rios, quanto em tanques escavados,
que sao mais comuns além de estarem integrados a outras atividades agropecuarias.
Dessa forma, a aquicultura tem a possibilidade de produzir maiores quantidades de
produtos em um espacgo reduzido, se comparado com a captura selvagem de
espécies. Porém, essa pratica intensiva e semi-intensiva leva a uma maior
concentracao de animais em pequenos espacgos, o que aumenta substancialmente o
risco de doencgas devido a alta densidade de animais, tornando o sistema cada vez
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mais dependente de insumos quimicos, principalmente os antimicrobianos (GARCIA
et al., 2013).

Os antimicrobianos s&o frequentemente utilizados na pratica veterinaria para
o tratamento de infec¢des bacterianas de animais, no uso profilatico (SERRANO 2005;
CABELLO 2006; GAO et al., 2012; RICO et al. 2012; SONG et al., 2016) ou como
promotores de crescimento (CHOWDHURY et al ., 2009). Esse grupo de compostos
naturais ou sintéticos atua matando ou inibindo a multiplicagdo de micro-organismos
(SAPKOTA et al.,, 2008). Na producdo aquicola, os antimicrobianos vém sendo
utilizados por mais de 50 anos (SHAMSUZZAMAN e BISWAS, 2012), esses agentes
antibacterianos sao utilizados principalmente com o objetivo de tratar infecgdes em
peixes. Assim, apoés a utilizacado desses produtos, o peixe ndo pode ser destinado para
alimentacgao antes do término do periodo de caréncia. O tempo de retirada dos peixes
para abate varia principalmente em fungdo do antimicrobiano utilizado e da
temperatura da 4gua em que se encontra, variando entre 3 e 42 dias (CHAFER-
PERICAS et al., 2010). Ainda que os animais passem por um periodo de caréncia
adequado, outras preocupacoes tém sido levantadas em relacdo as questbes de
saude publica sobre a ocorréncia de residuos de antimicrobianos na cadeia alimentar.
E importante lembrar que, alimentos consumidos por longos periodos, contendo
baixas concentragées de antimicrobiano, podem levar a ocorréncia de micro-
organismos resistentes aos medicamentos (FERNANDEZ-TORRES et al., 2011).

Além do uso de forma terapéutica na aquicultura, os antimicrobianos também
sao utilizados de forma profilatica, principalmente na fase de lavinocultura. Essa
pratica € realizada com o objetivo de evitar infec¢des, geralmente nas fases iniciais
de cultivo em razdo da baixa resisténcia dos peixes a agentes agressores nessas
fases. Por exemplo, na aquicultura de camarao e salméo, ha um importante uso de
antimicrobianos profilaticos no ambiente aquatico de rios, lagos e oceanos (GRAVE
et al., 1999; LE e MUNEKAGE, 2004; Le et al., 2005). Entretanto, essa pratica pode
aumentar a resisténcia bacteriana contra os antimicrobianos, levando ao
aparecimento de bactérias cada vez mais dificeis de serem controladas com o uso de
antimicrobianos (CABELLO, 2006).

A maneira mais comum de administragdo de agentes antimicrobianos na
aquicultura € no uso desses medicamentos na ragcao para 0s peixes que, como
consequéncia, acaba adicionando esses compostos diretamente na agua. Essa

pratica resulta na utilizacdo intensa de agentes antimicrobianos e transferéncia de


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/raq.12344#raq12344-bib-0039
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grande quantidade para os animais e ambiente (FIGURA 2). Assim como foi
observado em outros ambientes industriais da pecuaria (ANDERSON et al., 2003;
ANGULO et al., 2004; NANDI et al., 2004), esse uso resultou em um aumento da
resisténcia a antimicrobianos para as bactérias ambientalmente relevantes (RHODES
et al., 2000 a; MIRANDA e ZEMELMAN, 2002; PETERSEN et al., 2002; ALCAIDE et
al., 2005 HEUER et al., 2009). Além do surgimento de resisténcia a antimicrobianos
entre os patégenos importantes para aquicultura prejudicando a eficacia do uso
profilatico nessa cadeia (L'ABEE - LUND e SORUM, 2001; SORUM, 2005).

FIGURA 2 - DESTINAGAO DOS ANTIMICROBIANOS DE USO VETERINARIO NA
PRODUGAO ANIMAL.
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Fonte: elaboragéo da autora. (2021)

Uma vez no ambiente aquatico, os antimicrobianos podem ter efeitos tdxicos
em espécies selvagens nao-alvo e afetar a saude dos trabalhadores agricolas
(BUSINESS, 2003). Esses medicamentos também podem interromper os processos
iniciais de desenvolvimento do zooplancton (PARK e KWAK, 2018) além da produgao
de clorofila do fitoplancton (SONG et al., 2016). Logo, essas mudangas podem alterar
a cadeia alimentar, provocando consequéncias em todos os niveis do ecossistema.
Além disso, os antimicrobianos tém sido associados com crescimento prejudicado
assim como a imunossupressao (MAQSOOD et al.,, 2011), além da microbiota
intestinal alterada em espécies de aquicultura (HE et al., 2012). Outro fator importante

€ como a ligacao entre sistemas de aquicultura, com rios lagos e oceanos, pode
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desencadear o aparecimento de bactérias resistentes em todos esses locais (ZHANG
et al., 2014).

Em relag&o aos antimicrobianos autorizados para uso na aquicultura em geral
sdo Oxitetraciclina, Florfenicol, Sarafloxacina, Octromicina, Sulfonamidas
potencializadas com Trimetoprim ou Ormetoprim (SERRANO, 2005), porém, esses
principios ativos podem alterar de acordo com cada pais (TABELA 1). No Brasil, por
exemplo, os antimicrobianos sao utilizados somente de forma terapéutica, sendo os
principios ativos licenciados disponiveis para a criagao de peixes o Florfenicol e a

Oxitetraciclina, e apenas o Florfenicol é recomendado para a criagdo de Tilapia-do-

Nilo (REDA et al., 2013).

TABELA 1 — ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS PELOS PRINCIPAIS PAISES
PRODUTORES DE AQUICULTURA E ORGANIZAGOES DO MUNDO.

Local Total Antimicrobianos utilizados Referéncia
Clortetraciclina; trimetoprim; -
China 3 oxitetraciclina; tetraciclina; sulfonamidas Mo et al. (2017); Luljwa
L . et al. (2019).
de acido oxolinico etc.
Amoxicilina; benzilpencilina;
Vietnam 9 ciprofloxacina; cloxacilina; colistina; Lulijwa et al. (2019).
clortetraciclina etc.
Amoxicilina; ciprofloxacina;
Coreia do Sul 7 clortetraciclina; enrofloxacina; Lulijwa et al. (2020).
eritromicina; florfenicol etc.
Tailandia 4 Ar_nOXICII_Ing; (?nrofloxac[na_; norflq)_(acma; Lulijwa et al. (2020).
oxitetraciclina; ormetoprim; penicilina etc.
. Amoxiciina; dlortetraciclina; doxicioing; - o5, ot . 2017, A
angladesh 2 eritromicina; oxitetraciclina; penicilina G
otc etal., (2016).
Oxitetraciclina; acido oxolinico; Alderman e Hastings
Inglaterra 5 L . : :
amoxicilina; sarafloxacina e cotrimazina.  (1998).
ltalia 6 Tetra0|cI|_na; oxﬂetraqcllma; ngX|C|I'|na; Labella et al. (2013).
flumequina e sulfadiazina/trimetoprim.
Brasil 2 Florfenicol e oxitetraciclina. Reda et al., (2013)
Oxitetraciclina; florfenicol;
Estados Unidos 4 sulfadiazina/trimetoprim e Dawood et al. (2017)
sulfadimetoxina/ormetoprim.
Oxytgtraciclina; Florfenicol; Amoxicilina;
. Acido Oxolinico; Cloranfenicol;
Chile 9 . S L i Cabello et al. (2013)
Eritromicina; Gentamicina; Flumequinine
e Furazolidona.
. . o https://www.fda.gov/animalv
FDA 4 Florfenicol; oxitetraciclina e eterinary/developmentapprv
sulfadimetoxina/ormetoprim. alprocess/aquaculture/ucm?
32954.htm
FAO 2005 5 Florfenicol; oxitetraciclina; sarafloxacina;  nhttp://www.fao.org/3/a-

eritromicina e sulfonamidas.

a0282e.pdf

Fonte: elaboracéo da autora (2021).
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Regionalmente, o Vietna (39) e a China (33) lideram a Asia em numero de
compostos antimicrobianos usados na aquicultura. Em comparagao, o numero de
compostos antimicrobianos usados na Coréia, Tailandia e Bangladesh € menos
diversificado. Isso pode estar associado a necessidade de atender aos rigidos
requisitos do mercado de exportacédo de residuos de antimicrobianos para a Europa,
Japao e EUA. Além disso, os medicamentos mais frequentemente relatados foram:
sulfadiazina, sufametoxina, amoxicilina e florfenicol (MO et al., 2017; LULIJWA et
al.,2020).

Ja na Europa, os antimicrobianos mais utilizados s&o a oxitetraciclina e
amoxicilina. Na Noruega e na Dinamarca, existem dois programas de monitoramento
que fornecem dados do uso de antimicrobianos na aquicultura em uma base anual: o
Programa de Pesquisa e Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana Integrado
Dinamarqués (DANMAP) e o Ministério da saude da Noruega (NORM-VET),
(KORSGAARD et al., 2019; TROMSY, 2020). Nesses relatorios € possivel observar
que os antimicrobianos mais utilizados em 2019 foram Sulfonamidas e Trimetoprim
na Dinamarca e o Florfenicol na Noruega. Embora seja possivel observar a diminui¢ao
dos agentes antimicrobianos a cada ano, devido principalmente ao uso de vacinas
eficazes nas fazes iniciais da producéo, a terapia antibacteriana ainda € a ultima opc¢éao
para combater as infec¢des bacterianas na aquicultura (MCCORMACK, 2009).

Nas Américas, € possivel observar a utilizacdo de seis tipos de
antimicrobianos aplicados pelo Chile e dois pelo Brasil, onde os produtores aplicaram
principalmente oxitetraciclina e florfenicol. Além disso, uma revisao recente sobre o
uso de antimicrobianos no Chile confirma que o florfenicol e a oxitetraciclina dominam
a industria de criacdo de Salmao (LOZANO et al., 2018). Ja no Brasil ndo existe um
monitoramento especifico em relacdo a quantidade de medicamentos utilizados, e
poucos estudos foram realizados sobre resisténcia a antimicrobianos na psicultura,

conforme apresentado na introdugao.

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A correlacéo entre o uso intensivo de agentes antimicrobianos e a selegcao de
bactérias resistentes esta bem documentada para bactérias patogénicas (MCEWEN
et al., 2005; EFSA, 2009). Entretanto, ha menos informagbes sobre o impacto nas

bactérias comensais que comumente colonizam o trato intestinal de humanos e
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animais ou estdao no ambiente. A microbiota endégena pode desempenhar um papel
importante como receptora e doadora de genes de resisténcia a antimicrobianos. Essa
troca genética pode acorrer na transferéncia horizontal de genes e na transferéncia
de fragmentos de DNA (elementos genéticos moveis) sendo esse, provavelmente, o
principal mecanismo genético de disseminagao e co-sele¢ao de genes de resisténcia,
embora outros mecanismos como mutagdes compensatorias ou adaptativas também
possam estar envolvidos (BECEIRO et al., 2013; ROLAIN, 2013; SOMMER et al.,
2009).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos incluem a inativacdo do
antimicrobiano por sintese de enzimas (por exemplo, B-lactamases), a diminuicao da
concentracao intracelular (por reducdo da permeabilidade da membrana externa em
Gram-negativos ou bombas de efluxo) e a alteragcéo do local ativo.

Escherichia coli € comumente encontrada no trato intestinal de humanos,
animais e no ambiente (PORMOHAMMAD et al., 2019). Como consequéncia, o nivel
de resisténcia aos antimicrobianos em E. coli representa um indicador util da
disseminagao da resisténcia em popula¢des bacterianas (TADESSE et al., 2012;
ALLEN et al., 2013). As vantagens de monitorar a resisténcia em bactérias comensais
como E. coli estao relacionadas a sua alta prevaléncia e ao facil isolamento (ALLEN
et al.,, 2013) em comparacédo com bactérias patogénicas. Na literatura é possivel
encontrar alguns relatos sobre a susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de
E. coli de humanos saudaveis (NYS ET AL., 2004; PALLECCHI et al., 2007; BAYLEI
et al., 2010) ou animais (KAESBOHRER et al., 2012 WASYL et al. 2013; HESP et al.,
2019), porém em poucos estudos foi realizada a comparagao entre amostras de

animais, humanos e ambiente.

2.4 MECANISMO DE ACAO DOS ANTIMICROBIANOS

Desde a sua descoberta por Alexander Fleming em 1928, os antimicrobianos
tém sido um importante aliado no tratamento de doencgas infecciosas (VERMELHO et
al., 2019). Essas substancias podem atuar de diversas maneiras, interferindo nos
processos metabdlicos ou na estrutura do micro-organismo. Os principais
mecanismos de acdo agem na parede celular, na replicacdo cromossémica, na

inibicdo da sintese proteica e inibicdo metabdlica (BARROS et al., 2013).
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A penicilina (amoxicilina), cefalosporina (ceftiofur), monobactam (azetreonan)
e carbapenem (imipenem) inibem a sintese (crescimento e reparo) da parede celular
das bactérias. Quando o farmaco interfere na estrutura da parede celular, a bactéria
nao resiste as pressdes osmoticas e morre. A fluoroquinolona (ciprofloxacina) interfere
na sintese de DNA e quando esse processo ¢é interrompido, a célula bacteriana é
incapaz de se reproduzir e morre (BARROS et al., 2013).

A tetraciclina (tetraciclina), fenicois (cloranfenicol), aminoglicosideo
(gentamicina) e macrolideo (azitromicina) sdo agentes antibacterianos que interferem
na producao de proteinas nas células bacterianas, inibindo a sintese das proteinas o
que faz a bactéria ndo conseguir se multiplicar e, assim, morrendo (BARROS et al.,
2013).

Os inibidores de folato (sulfametazol/trimetropim) sdo principalmente
bacteriostaticos (retardam o crescimento), em virtude de sua capacidade de inibir a
atividade do acido félico no metabolismo das células bacterianas. Uma vez reduzida
a velocidade de multiplicacao das bactérias, os proprios mecanismos de defesa do
corpo (leucdcitos) sdo capazes de livrar o corpo dos micro-organismos invasores,

controlando, dessa forma, a infecgao (FORD et al., 2019).

2.5 MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia bacteriana pode ser dividida em intrinseca (ou natural) ou
adquirida. A resisténcia intrinseca é género e, muitas vezes, espécie-especifica, o que
determina o espectro de acéo do antibidtico. A resisténcia adquirida, por sua vez, pode
se manifestar em apenas algumas cepas de uma mesma espécie bacteriana. Ela
resulta da mutagcdo em algum gene cromossomal ou mesmo plasmidial ou da
aquisicdo de novo material genético pela bactéria, principalmente devido aos
mecanismos de conjugagdo ou transformacdo. Enterobactérias sao resistentes
intrinsicamente a Penicilina G, vancomicina, teicoplanina, eritromicina, claritromicina,
azitromicina, clindamicina, linezolida, quinopristina/dalfopristina, mupirocina, acido
fusidico (BARROS et al., 2013).

O cromossomo bacteriano contém a informacado necessaria para replicagao,
crescimento e outras fungdes celulares. A informacao genética no cromossomo
organiza-se na forma de genes, que sdao formados por sequéncias de bases

nucleotidicas, as quais codificam os aminodacidos constituintes das proteinas. Cada
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gene possui a informagao necessaria para codificar uma proteina. Algumas bactérias
possuem DNA extracromossomal em forma de plasmideos, os quais contém
informagdo genética adicional que pode estar relacionada a resisténcia aos
antimicrobianos, a produgédo de toxinas e/ou de outros fatores de viruléncia. Micro-
organismos que contém plasmideos com marcadores de resisténcia podem, portanto,
ser selecionadas em uma populagdo bacteriana pelo uso de antimicrobianos
(BARROS et al., 2013).

As alteragbes genéticas na célula bacteriana podem ocorrer em decorréncia
de mutagdes, aquisicdo de elementos genéticos moveis e mecanismos de
recombinacdo homologa. As mutagdes podem ocorrer no DNA cromossémico por
delegao ou por alteracdo na sequéncia das bases nucleotidicas. Também podem
acontecer naturalmente ou por influéncia de agentes quimicos ou fisicos. O resultado
das mutagdes, entéo, é a formacéao de proteinas incompletas ou inativas, que podem
alterar o fenétipo celular (BARROS et al., 2013).

Além disso, também existem segmentos do DNA bacteriano que s&o moveis
e podem entrar no cromossomo ou no plasmideo. Essas sequéncias de DNA (jumping
genes) sao genericamente denominadas elementos de insergao (insertion sequence
— IS elements). Esses elementos se inserem no cromossomo, podendo induzir a
expressao de alguns genes ou sua inativagdo. Em decorréncia disso, pode haver
perda de alguma caracteristica fenotipica da célula, como a habilidade de fermentar
um determinado agucar ou a expressdo de um fendtipo que nao era observado
anteriormente, como a resisténcia a um determinado antimicrobiano (BARROS et al.,
2013).

Transposons e integrons s&o outras formas de IS que frequentemente
carregam genes de resisténcia a antibidticos e também podem se localizar em
plasmideos ou no cromossomo. A diferenga entre esses elementos esta no seu
tamanho, em pares de bases, e na presenga de genes que codificam enzimas
especificas para sua ligagdo ao cromossomo. As bactérias podem transferir ou
receber material genético pelo fendmeno de recombinagéo entre regides homologas
de DNA. A recombinacao bacteriana altera o genoétipo e pode causar significativas
alteracdes no fendtipo celular. Essa troca do material genético pode ocorrer por meio
de transformacao, de transducéo ou de conjugacao (BARROS et al., 2013).

Transformacao é a entrada de DNA diretamente pela parede celular. Uma vez

dentro da célula, a fita dupla de DNA pode ser reduzida a uma fita simples e se



23

recombinar no cromossomo bacteriano. Os plasmideos também podem penetrar na
parede celular, replicar no citoplasma e, entado, ser transmitidos a células-filhas. As
células bacterianas que sdo capazes de receber DNA extracelular sdo denominadas
“‘competentes” (BARROS et al., 2013).

Transdugdo € a transferéncia de material genético via bacteriéfago (virus
bacteriano) entre células distintas. Os bacteriéfagos sao constituidos de DNA ou RNA
e de uma capa proteica. Quando infectam a célula bacteriana, os bacteri6fagos
injetam o material genético diretamente dentro da célula, deixando a capa proteica no
lado externo. A infecgéo por bacteriofagos pode levar a lise bacteriana (ciclo litico) ou
a simples recombinacdo do material genético com o cromossomo bacteriano (ciclo
lisogénico). Durante a lisogenia, os genes oriundos de bacteriéfagos podem ser
expressos pela célula bacteriana (BARROS et al., 2013).

Conjugacao € o processo em que o material genético é transferido de uma
célula bacteriana diretamente a outra. Essa transferéncia é feita por meio dos pili
sexuais presentes na célula doadora e requer que as células bacterianas estejam em
contato muito préximo para ocorrer a troca. As células doadoras (células F+) contém
o fator de fertilidade (fator F), o qual € codificado pelo plasmideo que carrega os genes
que codificam a transferéncia por conjugacado. O DNA plasmidial pode ser transmitido
para células receptoras (F-). Quando o DNA plasmidial, contendo os genes
responsaveis pelo fator F, é transmitido a célula receptora, esta se torna uma célula
F+ (doadora) (BARROS et al., 2013).

A resisténcia bacteriana ocorre devido a inumeros mecanismos complexos e
ainda ndo completamente entendidos. Genericamente, os mecanismos de resisténcia
podem ser divididos em trés grupos: inativagao enzimatica; alteragao do sitio de acéo

do antimicrobiano e alteracao do transporte do antimicrobiano (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — PRINCIPAIS MECANISMOS DE RESISTENCIA.
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A inibigao ou inativagao enzimatica do antimicrobiano € o principal mecanismo
de resisténcia adquirida contra antimicrobianos beta-lactdmicos (penicilinas, ce-
falosporinas, monobatam e carbapanem). Nesse caso, as bactérias podem produzir
enzimas (beta-lactamases) que tém a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactamico
e, consequentemente, inativar o agente antimicrobiano. Muitas dessas beta-
lactamases sao codificadas por genes plasmidiais, sendo, portanto, transmissiveis
entre diferentes bactérias. A inativagcao enzimatica € um mecanismo de resisténcia
que afeta outros grupos de antimicrobianos como os aminoglicosideos (inativados por
acetiltransferases, adeniltransferases e fosfotransferases) e o cloranfenicol (inativado
por acetiltransferases denominadas enzimas CAT) (BARROS et al., 2013).

A alteracao do sitio de acao é a capacidade de alterar a molécula alvo da agao
dos antimicrobianos. Assim, o sitio de acdo em que o antimicrobiano atua pode ser
alterado de maneira que essa estrutura passa a apresentar uma baixa afinidade pelo
agente antibacteriano. Esse tipo de mecanismo € mais comum em bactérias Gram-
positivas do que em Gram-negativas. De forma similar, a resisténcia a tetraciclina
resulta, frequentemente, da produgdao de uma proteina que interage de tal maneira
com o ribossomo, que fica “protegido” da agdo do antimicrobiano. A resisténcia as

quinolonas esta, muitas vezes, associada a alteragdes (multiplas mutagdes) no gene
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gyrA, o que causa mudancgas estruturais nas enzimas DNA-girase e topoisomerase
IV, estruturas-alvo da agao dos antimicrobianos do grupo das quinolonas (BARROS
et al., 2013).

Na alteragao do transporte, as bactérias podem tornar-se resistentes a acao
dos antimicrobianos devido ao efluxo ativo que retira o antimicrobiano de dentro da
célula ou através da alteracdo permeabilidade da parede bacteriana. Esses
mecanismos sdo mais comuns em bactérias Gram-negativas do que em bactérias
Gram-positivas. De modo geral, os antimicrobianos atravessam a membrana externa
por meio de proteinas denominadas porinas. Assim, mutagdes causadoras de
diminui¢gdo na produgao de porinas ou mesmo alteragao estrutural nessas proteinas
levam a redugdo da permeabilidade celular. O mecanismo de diminuicdo de
permeabilidade é o principal responsavel pela resisténcia a baixos niveis de
aminoglicosideos que pode ocorrer em E. coli. Por outro lado, a habilidade de efluxo
ativo é responsavel pela resisténcia a macrolideos, e tetraciclinas (BARROS et al.,
2013).



26

REFERENCIAS

AARESTRUP, F. M. Veterinary drug usage and antimicrobial resistance in
bacteria of animal origin. Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology,
v. 96, n. 4, p. 271-281, 2005.

ALCAIDE, E.; BLASCO, M. D.; ESTEVE, C. Occurrence of drug-resistant
bacteria in two European eel farms. Applied and Environmental Microbiology,
v.71,n. 6, p. 3348-3350, 2005.

ALDERMAN, D. J.; HASTINGS, T. S. Antibiotic use in aquaculture: Development
of antibiotic resistance - Potential for consumer health risks. International
Journal of Food Science and Technology, v. 33, n. 2, p. 139-155, 1998.

ALI, S. S. et al. Macroalgal activity against multiple drug resistant Aeromonas
hydrophila: A novel treatment study towards enhancement of fish growth
performance. Microbial Pathogenesis, v. 101, n. December 2016, p. 89-95,
2016.

ALLEN, S. E. et al. Comparison of Escherichia coli recovery and antimicrobial
resistance in cecal, colon, and fecal samples collected from wild house mice (Mus
musculus). Journal of Wildlife Diseases, v. 49, n. 2, p. 432-436, 2013.

ANDERSON, A. D. et al. Public Health Consequences of Use of Antimicrobial
Agents in Food Animals in the United States. Microbial Drug Resistance, v. 9,
n. 4, p. 373-379, 2003.

ANGULO, F. J. et al. Antimicrobial use in agriculture: Controlling the transfer of
antimicrobial resistance to humans. Seminars in Pediatric Infectious
Diseases, v. 15, n. 2, p. 78-85, 2004.

BARROS, Elvino et al. Antimicrobianos: Consulta Rapida. Artmed Editora,
2013.

BAILEY, J. K. et al. Commensal Escherichia coli of healthy humans: A reservoir
for antibiotic-resistance determinants. Journal of Medical Microbiology, v. 59,
n. 11, p. 1331-1339, 2010.

BECEIRO, A.; TOMAS, M.;: BOU, G. Antimicrobial resistance and virulence: A
successful or deleterious association in the bacterial world? Clinical
Microbiology Reviews, v. 26, n. 2, p. 185-230, 2013.

BRASIL MINISTERIO DA SAUDE. Monitoramento da prevaléncia e do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos em enterococos e salmonelas isolados de



27

carcacgas de frango congeladas comercializadas no Brasil. Programa nacional
de monitoramento da prevaléncia e da resisténcia bacteriana em frango
(Prebaf), p. 188, 2012.

BUSINESS, R. Viethamese Shrimp Aquaculture—Impacts and Improvement. In:
Environmental Justice Foundation. London, UK, 2003.

CABELLO, F. C. Heavy use of prophylactic antibiotics in aquaculture: A growing
problem for human and animal health and for the environment. Environmental
Microbiology, v. 8, n. 7, p. 1137-1144, 2006.

CABELLO, F. C. et al. Antimicrobial use in aquaculture re-examined: Its
relevance to antimicrobial resistance and to animal and human health.
Environmental Microbiology, v. 15, n. 7, p. 1917-1942, 2013.

CHAFER-PERICAS, C. et al. Multiresidue determination of antibiotics in
aquaculture fish samples by HPLC-MS/MS. Aquaculture Research, v. 41, n. 9,
p. 1-15, 2010.

CHOWDHURY, R. et al. A Review On Antibiotics In An Animal Feed.
Bangladesh Journal of Animal Science, v. 38, n. 1-2, p. 22-32, 2009.

DAWOOD, M. A. O.; KOSHIO, S.;: ESTEBAN, M. A. Beneficial roles of feed
additives as immunostimulants in aquaculture: a review. Reviews in
Aquaculture, v. 10, n. 4, p. 950-974, 2018.

DIBNER, J. J.; RICHARDS, J. D. Antibiotic growth promoters in agriculture:
History and mode of action. Poultry Science, v. 84, n. 4, p. 634—643, 2005.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1093/ps/84.4.634>.

EFSA. Report of the Task Force on Zoonoses Data Collection on the statistical
analysis of temporal and spatial trends of zoonotic agents in animals and food.
Part I: critical review of the statistical analysis carried out on the Community
Summary Report 2006 data. The EFSA Journal 253, 1-77, 2009. Disponivel em:
<https://doi.org/10.2903/j.efsa.2009.253r>.

FAO. The State of World Fisheries and Aquaculture 2020. Sustainability in
action. 2020 Disponivel em: <https://doi.org/https://doi.org/10.4060/ca9229en>.

FERNANDEZ-TORRES, R. et al. Enzymatic-microwave assisted extraction and
high-performance liquid chromatography-mass spectrometry for the
determination of selected veterinary antibiotics in fish and mussel samples.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 54, n. 5, p. 1146
1156, 2011.



28

Ford Susan M. Farmacologia clinica. Tradugado Patricia Lydie Voeux; revisao
técnica Lenita Wannmacher. - 11. ed. - Rio de Janeiro, Guanabara Koogan,
2019.

GAO, L. et al. Occurrence of antibiotics in eight sewage treatment plants in
Beijing, China. Chemosphere, v. 86, n. 6, p. 665-671, 2012.

GARCIA, F. et al. Stocking density of Nile tilapia in cages placed in a hydroelectric
reservoir. Aquaculture, v. 410-411, n. October 2013, p. 51-56, 2013.

GASTALHO, S.; SILVA, G. J.; RAMOS, F. Uso de antibiéticos em aquacultura e
resisténcia bacteriana : Impacto em saude publica Antibiotics in aquaculture and
bacterial resistance : Health care impact. Acta Farmacéutica Portuguesa, v. 3,
p. 29-45, 2014.

GRAVE, K. et al. Surveillance of the overall consumption of antibacterial drugs in
humans, domestic animals and farmed fish in Norway in 1992 and 1996. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy, v. 43, n. 2, p. 243-252, 1999.

GUARDABASSI, L.; KRUSE, H. Principios da Utilizacdo Prudente e Racional de
Antimicrobianos em Animais. Guia De Antimicrobianos Em Veterinaria, n. 1,
p. 17-30, 2010.

GULLBERG, E. et al. Selection of resistant bacteria at very low antibiotic
concentrations. PLoS Pathogens, v. 7, n. 7, p. 1-9, 2011.

HALLING-SORENSEN, B.; SENGEL@V, G.; TIGRNELUND, J. Toxicity of
tetracyclines and tetracycline degradation products to environmentally relevant
bacteria, including selected tetracycline-resistant bacteria. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, v. 42, n. 3, p. 263-271, 2002.

HE, S. et al. Do dietary betaine and the antibiotic florfenicol influence the intestinal
autochthonous bacterial community in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus ¢ x
O. aureus J&)? World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 28, n. 3,
p. 785-791, 2012.

HESP, A. et al. Monitoring antimicrobial resistance trends in commensal
escherichia coli from livestock, the Netherlands, 1998 to 2016.
Eurosurveillance, v. 24, n. 25, p. 1-22, 2019.

HEUER, O. E. et al. Human health consequences of use of antimicrobial agents
in aquaculture. Clinical Infectious Diseases, v. 49, n. 8, p. 1248-1253, 2009.

HOSSAIN, A. et al. Occurrence, distribution, ecological and resistance risks of



29

antibiotics in surface water of finfish and shellfish aquaculture in Bangladesh.
Chemosphere, v. 188, n. December 2017, p. 329-336, 2017.

KAESBOHRER, A. et al. Emerging antimicrobial resistance in commensal
Escherichia coli with public health relevance. Zoonoses and Public Health, v.
59, n. SUPPL.2, p. 158-165, 2012.

KORSGAARD, H. B. et al. DANMAP 2019 - Use of antimicrobial agents and
occurrence of antimicrobial resistance in bacteria from food animals, food, and
humans in Denmark. Danmap, 2020. Disponivel em:
<http://www.danmap.org/~/media/Projektsites/Danmap/DANMAPreports/Danma
p_2011.ashx>.

L’ABEE-LUND, T. M.; SGRUM, H. Class 1 integrons mediate antibiotic resistance
in the fish pathogen Aeromonas salmonicida worldwide. Microbial Drug
Resistance, v. 7, n. 3, p. 263-272, 2001.

LABELLA, A. et al. High incidence of antibiotic multi-resistant bacteria in coastal
areas dedicated to fish farming. Marine Pollution Bulletin, v. 70, n. 1-2, p. 197—-
203, 2013.

LE, T. X.; MUNEKAGE, Y. Residues of selected antibiotics in water and mud from
shrimp ponds in mangrove areas in Viet Nam. Marine Pollution Bulletin, v. 49,
n. 11-12, p. 922-929, 2004.

LE, T. X.; MUNEKAGE, Y.; KATO, S. I. Antibiotic resistance in bacteria from
shrimp farming in mangrove areas. Science of the Total Environment, v. 349,
n. 1-3, p. 95-105, 2005.

LOZANO, I. et al. Antibiotics in Chilean aquaculture: a review. Antibiotic use in
animals, p.25-44, 2018.

LULIJWA, R.; RUPIA, E. J.; ALFARO, A. C. Antibiotic use in aquaculture, policies
and regulation, health and environmental risks: a review of the top 15 major
producers. Reviews in Aquaculture, v. 12, n. 2, p. 640-663, 2020.

MAQSOOD, S. et al. International Aquatic Research Emerging role of
immunostimulants in combating the disease outbreak in aquaculture. Int Aquat
Res, v. 3, p. 147-163, 2011.

MCCORMACK, E.; ROCHE, C.; NIXON, E. Assessment of Impacts of Mariculture
Biodiversity Series. The Convention for the Protection of the Marine
Environment of the North-East Atlantic (OSPAR Convention), p. 64, 2009.
Disponivel em:



30

<http://qsr2010.ospar.org/media/assessments/p00442_Impacts_of Mariculture.
pdf>.

MCEWEN, S. A.; AARESTRUP, FRANK M. JORDAN, D. Monitoring of
antimicrobial resistance in animals: principles and practices. Antimicrobial
resistance in bacteria of animal origin, p. 397-413, 2005.

MIRANDA, C. D.; ZEMELMAN, R. Bacterial resistance to oxytetracycline in
Chilean salmon farming. Aquaculture, v. 212, n. 1-4, p. 31-47, 2002.

MO, W. Y. et al. Application of veterinary antibiotics in China’s aquaculture
industry and their potential human health risks. Environmental Science and
Pollution Research, v. 24, n. 10, p. 8978-8989, 2017.

NANDI, S. et al. Gram-positive bacteria are a major reservoir of Class 1 antibiotic
resistance integrons in poultry litter. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 101, n. 18, p. 7118-7122, 2004.

NYS, S. et al. Antibiotic resistance of faecal Escherichia coli from healthy
volunteers from eight developing countries. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v. 54, n. 5, p. 952-955, 2004.

PALLECCHI, L. et al. Population structure and resistance genes in antibiotic-
resistant bacteria from a remote community with minimal antibiotic exposure.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 51, n. 4, p. 1179-1184, 2007.

PARK, K.; KWAK, I. S. Disrupting effects of antibiotic sulfathiazole on
developmental process during sensitive life-cycle stage of Chironomus riparius.
Chemosphere, v. 190, n. January 2018, p. 25-34, 2018.

PETERSEN, A. et al. Impact of integrated fish farming on antimicrobial resistance
in a pond environment. Applied and Environmental Microbiology, v. 68, n. 12,
p. 6036-6042, 2002.

PORMOHAMMAD, A.; NASIRI, M. J.; AZIMI, T. Prevalence of antibiotic
resistance in escherichia coli strains simultaneously isolated from humans,
animals, food, and the environment: A systematic review and meta-analysis.
Infection and Drug Resistance, v. 12, p. 1181-1197, 2019.

REDA, R. M. et al. Effect of oxytetracycline and florfenicol as growth promoters
on the health status of cultured Oreochromis niloticus. Egyptian Journal of
Aquatic Research, v. 39, n. 4, p. 241-248, 2013.

RHODES, G. et al. Distribution of oxytetracycline resistance plasmids between



31

aeromonads in hospital and aquaculture environments: Implication of Tn1721 in
dissemination of the tetracycline resistance determinant Tet A. Applied and
Environmental Microbiology, v. 66, n. 9, p. 3883—-3890, 2000.

RICO, A. et al. Use of chemicals and biological products in Asian aquaculture and
their potential environmental risks: A critical review. Reviews in Aquaculture, v.
4,n.2,p.75-93, 2012.

ROLAIN, J.-M. Food and human gut as reservoirs of transferable antibiotic
resistance encoding genes. Frontiers in microbiology, v. 4, p. 173, 2013.

SAPKOTA, A. et al. Aquaculture practices and potential human health risks:
Current knowledge and future priorities. Environment International, v. 34, n. 8,
p. 1215-1226, 2008.

SERRANO, P. H. Responsible use of antibiotics in aquaculture. Food &
Agriculture Org, v. 469, 2005.

SHAMSUZZAMAN, M. M.; BISWAS, T. K. Aqua chemicals in shrimp farm: A
study from south-west coast of Bangladesh. Egyptian Journal of Aquatic
Research, v. 38, n. 4, p. 275-285, 2012.

SOMMER, M. O. A.; DANTAS, G.; CHURCH, G. M. Functional characterization
of the antibiotic resistance reservoir in the human microflora. Science, v. 325, n.
5944, p. 1128-1131, 2009.

SONG, C. et al. Occurrence of antibiotics and their impacts to primary productivity
in fishponds around Tai Lake, China. Chemosphere, v. 161, n. October 2016, p.
127-135, 2016.

SPRUM, H. Antimicrobial Drug Resistance in Fish Pathogens. In: Antimicrobial
Resistance in Bacteria of Animal Origin, p. 213-238, 2005.

SOUZA, F. Peixe BR da Piscicultura. p. 1-140, 2021.

TADESSE, D. A. et al. Antimicrobial drug resistance in Escherichia coli from
humans and food animals, United States, 1950-2002. Emerging Infectious
Diseases, v. 18, n. 5, p. 741-749, 2012.

TROMS@, O. Usage of Antimicrobial Agents and Occurrence of Antimicrobial
Resistance in Norway. NORM/NORM-VET, 2019.

VERMELHO, Alane Beatriz. Praticas de microbiologia. Guanabara Koogan,
2006.



32

WASYL, D. et al. Antimicrobial resistance in commensal Escherichia coli isolated
from animals at slaughter. Frontiers in Microbiology, v. 4, p. 221, 2013.

ZHANG, Q. et al. Occurrences of three classes of antibiotics in a natural river
basin: Association with antibiotic-resistant Escherichia coli. Environmental
Science and Technology, v. 48, n. 24, p. 14317-14325, 2014.



33

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

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

amostras da cadeia produtiva de Tilapias-do-Nilo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a produgao de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) dos

isolados de E. coli obtidos.

e Verificar a multirresisténcia dos isolados de E. coli a drogas

antimicrobianas.

e Avaliar a distribuicdo de resisténcia antimicrobiana de acordo com a

origem das amostras analisadas.
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4 CAPITULO | - CARACTERIZAGAO DO PERFIL FENOTIPICO DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE ISOLADOS DE Escherichia coli
EM UMA CADEIA PRODUTIVA DE TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis

niloticus)

RESUMO:

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo fenotipica de
susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Escherichia coli obtidos da
cadeia de tilapicultura; a verificagdo de multirresisténcia a drogas
antimicrobianas (MDR) e a avaliacdo da producdo de beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL) através da técnica da sinergia de duplo disco (DDST).
Um total de 584 isolados foram obtidos de amostras do ambiente de criagao,
abate e processamento de tilapias, de produtos finais e de fezes de
trabalhadores do frigorifico na regido oeste do Parana, Brasil. Os isolados de E.
coli foram recuperados de amostras fecais de humanos, amostras de agua do
tanque representativas da propriedade, amostras de agua residuarias do
ambiente de abate (Chiller, escamadeira e evisceragdo) e de produto final (filé
de tilapia). Na avaliagdo da susceptibilidade a antimicrobianos, s6 foi possivel
recuperar 581 isolados, que foram testados frente a 10 antimicrobianos de 10
classes diferentes utilizando a técnica de disco difusdo em agar. Deste total 143
(24,6%) foram resistentes a amoxicilina (AML — 10ug); 110 (18,9%) a
azitromicina (AZl 15ug); 49 (8,4%) a tetraciclina (TET - 30ug); 41 (7,1%) a
ciprofloxacina (CIP - 5ug); 24 (4,1%) ao sulfametoxazol/trimetropim (SUT - 23,75-
1,25 ug); 14 (2,4%) ao imipenem (IMP - 10ug); 12 (2,1%) ao aztreonam (ATM -
30ug) ; 11(1,9%) a gentamicina (GEN - 10uQ); sete (1,2%) a ceftiofur (CEF -
30ug) e seis (1%) ao cloranfenicol (CLO 30ug). Mesmo tendo ocorrido uma baixa
distribuicdo de resisténcia em relagao aos antimicrobianos testados, 257 (44,2%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, demostrando assim,
que a resisténcia ocorreu de forma ampla no estudo. Em relagao a caracteristica
MDR 35 (6%) isolados apresentaram essa caracteristica distribuidos em todos
os pontos de coleta, principalmente em amostras de carcaca (18) seguido de
amostra de filé de Tilapia (5), agua residuaria do ambiente de abate (4) e
amostras de agua do tanque (3). Ja em relagdo a analise de DDST, nove
isolados (1,5%) foram produtores de ESBL, sendo que sete deles também foram
MDR. Foi possivel verificar nesse estudo uma distribuicdo ampla de resisténcia
a amoxicilina e a azitromicina nos isolados testados. J& em amostras de fezes
humanas os isolados apresentaram maior frequéncia de resisténcia, a
tetraciclina seguido da resisténcia a ciprofloxacina, que também se mostrou
frequente em amostras do ambiente de producdo. Estes resultados demostram
que a cadeia de tilapicultura deve ser observada com atencao, para evitar que
ela se torne uma potencial fonte de distribuicdo de elementos de resisténcia para
0s animais, ambiente e humanos.

Palavras-chave: Aquicultura; multidroga resistentes; ESBL; ambiente; humano;
animal.
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4.1 INTRODUCAO

A Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagado e Agricultura (FAO)
considera que a piscicultura é a producao de proteina animal que mais vem crescendo
nos ultimos anos (FAO, 2020). O Brasil vem se consolidando nos ultimos anos como
um dos maiores produtores de Tilapia-do-Nilo do mundo e, segundo a Associagao
Brasileira de Piscicultura em 2020, o pais foi considerado o 4° maior produtor mundial
(SOUZA, 2021). Com a pratica intensiva e semi-intensiva ha uma alta densidade de
animais e o risco de disseminagao de micro-organismos causadores de doencgas de
importancia econémica e sanitaria vem tornando o sistema de produgao cada vez mais
dependente de insumos quimicos, principalmente os antimicrobianos (GARCIA et al.,
2013).

A principal forma de utilizagdo de antimicrobianos na criacéo de Tilapia-do-
Nilo € na forma profilatica principalmente na fase de levinocultura e na forma
terapéutica. Sendo os antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina os unicos permitidos
na aquicultura no Brasil, e o florfenicol o unico antimicrobiano indicado para criacéao
de Tilapia-do-Nilo (REDA et al., 2013). Entretanto, essa pratica pode aumentar a
resisténcia bacteriana contra os antimicrobianos, levando ao aparecimento de
bactérias cada vez mais dificeis de serem controladas com o uso desses agentes
(CABELLO, 2006).

A maneira mais comum de administracdo de antimicrobianos na aquicultura é
no uso desses medicamentos na ragao para 0s peixes que, como consequéncia,
acaba adicionando esses compostos diretamente na agua. Essa pratica resulta na
utilizacao intensa de agentes antimicrobianos e transferéncia de grande quantidade
para 0os animais e ambiente, podendo também os seres humanos entrar em contato
com esses agentes.

Com o intuito de realizar uma abordagem em One Health analisando amostras
do ambiente, dos animais e dos humanos na cadeia de Tilapia-do-Nilo e utilizando E.
coli como modelo microbiano, tendo em vista que esse micro-organismo € comumente
utilizado pela facilidade de troca de material genético, facil isolamento e por estar
presentes em humanos animais e ambiente, o objetivo desse estudo foi realizar a
caracterizagao fenotipica de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de E. coli
obtidos da cadeia de tilapicultura, recuperados de amostras fecais de humanos,

amostras do ambiente de aquicultura, bem como do produto final de Tilapia-do-Nilo.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

Para a amostragem, foi selecionado um abatedouro de Tilapia-do-Nilo
regularmente fiscalizado pelo Servico de Inspeg¢ao Federal localizado no oeste do
Parana, com média diaria de abate de 140.000 animais por dia. Neste
estabelecimento e no periodo de outubro a dezembro de 2019, foram coletadas
amostras da agua do tanque de depuracdo de lotes de 10 propriedades distintas
(sendo que néo foi utilizado nenhum antimicrobianos durante o periodo de producgéao)
e enviados ao abate, amostras da agua do ambiente de abate, de carcagas, do

produto final - filés de Tilapia e de fezes dos funcionarios (TABELA 2).

TABELA 2 — NUMERO DE AMOSTRAS, UNIDADE AMOSTRAL E PONTOS DE
COLETA DE UM ABATEDOURO DE TILAPIA-DO-NILO NA REGIAO OESTE DO PARANA.

Amostras Unidade Numero de amostras
Agua do tanque de depuracao* 25 ml 10
Carcaga ap6s sangria Enxague 100 ml 100
Agua do chiller 25 ml 10
Agua residudria descamacéo 25 mi 10
Agua residuaria da evisceragao 25 mi 10
Filé de Tilapia Enxague 100 ml 100
Fezes dos funcionarios Swab 13
Total - 253

* Agua do tanque era coletada apds 4 horas de depuragéo e a amostra foi considerada representativa da
propriedade.

As amostras coletadas foram estocadas em caixas isotérmicas e
encaminhadas ao Laboratério de Inspecao e Controle de Qualidade de Alimentos e
Agua — LACOMA, do Departamento de Ciéncias Veterinarias, da Universidade
Federal do Parana, Palotina, Parana, Brasil, para processamento.

Especificamente em relagdo as amostras de fezes dos humanos, eles foram
escolhidos aleatoriamente entre funcionarios dos setores de area suja (sangria e
evisceragao) e area limpa (filetagem). Todos os funcionarios assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido, parecer 3.454.359 de acordo com o Comité de Etica
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em Pesquisa com seres humanos. Estas amostras foram coletadas pelo préprio
individuo, identificadas e estocadas em caixas isotérmicas para encaminhamento ao

laboratorio.

4.2.2 Isolamento e identificagdo de Escherichia coli

O isolamento de E. coli foi realizado seguindo as diretrizes do 4° Compéndio
de Métodos para o exame microbiologico de Alimentos divulgado pela American
Public Health Association (DOWNES e ITO, 2001), com algumas modificacdes. As
amostras de fezes oriundas de humanos foram semeadas em Agar MacConkey
(Oxoid) e incubadas por aproximadamente 20 horas a 37°C. As amostras de agua
foram processadas adicionando um total de 225 mL de Agua Peptonada Tamponada
(APT) (Oxoid), homogeneizadas em Stomacher por 2 minutos e incubadas a 37°C por
20h. As amostras de enxague (carcagas e filé de Tilapia) foram homogeneizadas em
Stomacher por 2 minutos e incubadas a 37°C por 20h. Apds o periodo de incubacao,
uma aliquota de APT (Oxoid) foi transferida para o caldo Escherichia coli (EC) (Oxoid)
e incubado a 44,5°C por 48h juntamente com controle positivo Escherichia coli ATCC®
25922™ e controle negativo Serratia sp (cultura pertencente a bacterioteca do
LACOMA). As amostras que apresentavam gas no tubo de Durham foram estriadas
diretamente em Agar MacConkey (Oxoid) e incubadas a 37°C por 20h. Caso
estivessem presentes, um total de quatro coldnias fermentadoras de lactose com
morfologia tipicas para E. coli e uma nédo fermentadora de lactose de cada tipo
morfolégico por amostra eram selecionadas para confirmagao, porém nem sempre era
possivel isolar essa quantidade de colénias. Todas as colbnias suspeitas
selecionadas foram identificadas como E. coli através do cultivo nos testes

bioquimicos do IMViC (Indol, vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato).

Os isolados que apresentaram perfis bioquimicos compativeis com E. coli e
lactose negativos foram submetidos a extracdo do DNA por método térmico, descrito
por Dias, et al. (2016) com modificagbes. Para a extragao do DNA, 500 pl das culturas
cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid) foram transferidos para
microtubos de 1.500 ul e centrifugados durante 10 minutos a 4.000 x g. O
sobrenadante obtido foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1.000 pl de
Tampao Fosfato Salino (PBS) e homogeneizado em agitador tipo vortex. Os
microtubos foram novamente centrifugados a 4.000 x g por 10 minutos, o

sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 300 pl de agua
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destilada isenta de DNase-RNase (Sigma, Sigma-Aldrich s.r., Gallarate, Milao, Italia).
Essa suspensao foi aquecida a 100 °C por 15 minutos e, posteriormente, centrifugada
a 10.000 x g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos

estéreis e armazenados a -20 °C até o momento do uso.

O DNA extraido foi submetido a detecgao do gene uspA para confirmagao da
espécie conforme descrito por Chen e Griffiths (1998). As reagdes de amplificagao
foram conduzidas com 10 yL do Gotag Green Master Mix (Cellco Biote), 200 nMol de
cada primer, 4 pL do DNA extraido e agua livre de nuclease até completar o total de
20 uL. As condigdes utilizadas para amplificacbes da PCR foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 94 °C durante 5 min, 30 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 20
s, anelamento primario a 70 °C por 20s, extensédo a 72 °C por 30s, e extensao final a
72 °C por 7 min (Chen e Griffiths, 1998). As sequéncias de primers e tamanhos dos
produtos esperados estdo especificados na TABELA 3. A cepa de Escherichia coli
ATCC® 25922™ foi utilizada como controle positivo. Aliquotas de 10 pl dos produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e tampéo de
0,5X Tris/Acido Bérico/EDTA, corados com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA)

e visualizados em transiluminador L-PIX-HE (Loccus do Brasil) sob luz ultravioleta.

TABELA 3 - GENE PESQUISADO, SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO E TAMANHO
ESPERADO DO PRODUTO.

Gene alvo Sequéncia do primer 5'- 3' Tamanho do produto (pb)

FW: CCGATACGCTGCCAATCAGT

RV: ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 844

UspA

4.2.3 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos pela técnica do disco-difusao

O isolados de E. coli foram testados quanto a resisténcia a antimicrobianos de
diferentes classes através do método do disco-difusdo em agar, denominado de
método de Bauer-Kirby (Bauer et al., 1966) seguindo-se o protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CSLI, 2017). Foram testados 10 antimicrobianos
pertencentes a 10 classes diferentes: aminoglicosideos: gentamicina (GEN - 10ug);
quinolonas: ciprofloxacina (CIP - 5ug); tetraciclinas: tetraciclina (TET - 30ug); fenicdis:
cloranfenicol (CLO - 30ug); cefalosporinas de terceira geragao: ceftiofur (CEF - 30uQ);
inibidor da via do folato: trimetoprim-sulfametoxazole (SUT - 23,75-1,25uQ);
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carbapenem: imipinem (IMP - 10ug); penicilinas: amoxicilina (AML - 10ug);
monobactans: azetreonan (ATM - 30ug); macrolideos: azitromicina (AZl - 15ug).
Todos os discos utilizados neste teste eram do Centro de Controle e Produtos para
Diagnostico - CECON, S&o Paulo, SP, Brazil. Os isolados foram cultivados em caldo
BHI (Oxoid) e incubados a 37 °C por 18 h. Posteriormente os subcultivos foram
ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI (Oxoid), estriados em placa de agar
Mueller Hilton (MH) (Oxoid) e ap0s foi realizado a aplicacéo dos discos. Escherichia
coli ATCC® 25922™ foi utilizada como controle de qualidade pan-suscetivel. Os
resultados foram interpretados como resistentes, sensiveis ou intermediarios de
acordo com os padrdes de susceptibilidade de enterobactérias. (CLSI, 2020).

Isolados de E. coli resistentes a mais de trés classes de antimicrobianos foram
definidos como multidroga resistentes (MDR) (ECDC; EFSA; EMA, 2017).

4.2 .4 Detecgao de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL) pela técnica da sinergia de duplo disco (DDST)

Com o objetivo de detectar a produgao de beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL), foi realizada triagem dos isolados para deteccdo de ESBL utilizando-se dois
antimicrobianos: ceftazidima (CAZ - 10ug) e cefotaxima (CTX - 10ug), cefalosporinas
de terceira geragao, para realizagao do teste DDST. Os isolados que apresentaram
resultados com halos de inibicdo para ceftadizima e cefotaxima menores do que 22 e
21 mm, respectivamente, foram submetidos a uma caracterizacdo fenotipica para
producao de ESBL, de acordo com EUCAST (2013). Os isolados selecionados foram
cultivados em caldo BHI (Oxoid) e incubados a 37 °C por 18 h. Posteriormente os
subcultivos foram ajustados na escala 0,5 de McFarland em BHI (Oxoid) e estriados
em placa de agar MH (Oxoid). Apds a secagem, um disco central contendo a
combinagao de amoxicilina com acido clavulanico — (AMC - 20/10ug) e em um raio de
20 mm a partir do disco central, foram aplicados trés discos, dois de cefalosporinas
de terceira geragao (ceftazidima — CAZ — 30ug e cefotaxima — CTX — 30ug) e uma
cefalosporina de quarta geragao (cefepima — CPM — 30ug) (todos os discos da
CECON). Escherichia coli ATCC® 25922™ foi utilizada como controle de qualidade
pan-suscetivel. Os isolados foram caracterizados como produtores de ESBL quando
as zonas de inibigdo ao redor de qualquer um dos discos de cefalosporinas
apresentaram crescimento confluente na direcdo do disco contendo amoxicilina com
acido clavulanico (EUCAST, 2013).
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4.3 RESULTADO E DISCUSSAO

Do total de 253 amostras em 248 foram obtidos resultados com crescimento de
colénias em agar McConkey (Oxoid), chegando-se a um total de 1.419 isolados. Apos
testes bioquimicos, 670 isolados apresentaram perfil bioquimico compativel com E.
coli, 580 lactase positiva e 90 lactase negativa. Considerando a baixa ocorréncia de
E. coli lactose negativa, 5% (PROCORP et al., 2017), foi realizada a confirmagao por
PCR dos 90 isolados que apresentaram essa caracteristica e somente 4 (4,4%) foram
confirmados como E. coli, por amplificarem o gene uspA (FIGURA 3). No total foram
confirmados 584 isolados como sendo de E. coli (TABELA 4).

FIGURA 4 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE PRODUTOS DE PCR PARA
IDENTIFICACAO DE E. coli

32 33 234 35 36 37 38 39 B2 172 645 650

Eletroforese em gel de agarose de produto de PCR para identificacéo, através da deteccao do
gene uspA (844 pb). M: 100 bp DNA ladder; A: E. Coli ATCC® 25922™ ; B: branco; Isolados
31,32,33,34,35,36,37,38,39,62,172,645 e 650.
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TABELA 4 — TOTAL DE AMOSTRAS ANALISADAS, RESPECTIVOS RESULTADOS DE
POSITIVIDADE E TOTAL DE CEPAS DE E. coli ISOLADAS DE ACORDO COM A ORIGEM
COLETADAS EM UM ABATEDOURO DE TILAPIA-DO-NILO NO OESTE DO PARANA.

Amostras Total Amostras positivas  Isolados de E. coli
Origem Ne N° N°

Agua do tanque de depuracéo 10 10 28
Carcaga ap6s sangria 100 69 237
Agua do chiller 10 10 32

Agua residuaria descamacéo 10 9 32

Agua residuaria evisceragao 10 1 4

Filé de Tilapia 100 61 201
Fezes funcionario 13 13 50

Total 253 173 584

Todas as amostras do tanque de depuragao foram positivas para presencga de
E. coli. Como nao foi possivel realizar a coleta de agua no tanque da propriedade, a
coleta desse ponto foi realizada apds as 4 horas de depuragao com o intuito de se ter
uma nogao da presenga desse micro-organismo oriundo da propriedade. No ambiente
aquatico sao encontrados diversos micro-organismos (BOUFLEUER, 2015), a agua
utilizada para producao de Tilapias-do-Nilo, na maioria das vezes, vem de rios e
afluentes proximos as propriedades. Essa agua geralmente ndo € tratada antes de
entrar no tanque, levando com ela os micro-organismos. Diversos trabalhos
realizaram a identificacdo dos micro-organismos presentes na agua utilizada na
criacao de Tilapias-do-Nilo, sendo a familia Enterobacteriaceae a mais encontrada
(CONCEICAO et al., 2012; BOUFLEUER, 2015), confirmando, o resultado obtido no
tanque de depuracao.

Em relagdo as amostras de agua residuaria do frigorifico, o resultado obtido foi
praticamente o0 mesmo nas etapas do chiller, com a presenga de E. coli em todas as
amostras analisadas e na agua residuaria da descamacgao, em que nove das 10
amostras foram positivas para a presenca de E. coli. Em contrapartida, nas amostras
de agua residuaria da evisceracado, somente em uma das 10 amostras analisadas foi
possivel isolar E. coli, sugerindo que nesta etapa devido a uma microbiota ampla e
diversificada de origem das visceras (SUGITA et al., 1991), houve uma competicéo e

assim uma maior dificuldade no isolamento.
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Nas amostras de carcacga foi possivel isolar E. coli em 69 das 100 analisadas.
No filé de Tilapia os resultados também foram semelhantes, sendo 61 amostras
positivas das 100 analisadas. Ja em relagdo as 13 amostras de fezes humanas foi
possivel isolar E. coli em todas elas, sendo esse resultado ja esperado uma vez que
esse micro-organismo esta presente no trato gastrointestinal de humanos.

Em relagdo ao resultado de susceptibilidade aos antimicrobianos, das 10
amostras analisadas do ambiente de producdo (agua tanque) todas apresentaram
isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano testado. Ja em amostras do
ambiente de produgao (agua residuaria do chiller, escamadeira e evisceragao) das 30
amostras 20 apresentaram isolados resistentes. Nas amostras de carcaga das 100
analisadas 59 apresentaram isolados resistentes, em amostras de filé de Tilapia das
100 somente 35 apresentaram isolados resistentes. Em relagdo as amostras de fezes
humanas das 13 amostras, 12 apresentaram isolados resistentes. Os resultados do
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos estdo demonstrados na TABELA 5.
Foram utilizados 581 isolados para realizacao desse teste uma vez que, foram

perdidos trés isolados, que eram originarios de amostras de filé de Tilapia.
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TABELA 5 - NNL'JMERO TOTAL E PORCENTAGENS DE ISOLADOS RESISTENTES E INTERMEDIARIOS A 10 ANTIMICROBIANOS PELA TECNICA DE
DISCO-DIFUSAO, ISOLADOS MULTIDROGA RESISTENTES (MDR) E ISOLADOS PRODUTORES DE BETA-LACTAMASE DE ESPECTRO ESTENDIDO
(ESBL) POSITIVOS DE E. coli DE DIFERENTES ORIGENS DE AMOSTRAS COLETADAS EM UM ABATEDOURO DE TILAPIAS-DO-NILO DO OESTE

DO PARANA
ORIGEM DAS AMOSTRAS*
Ambiente~ de Ague_1 residuaria de Carcaca Produto Final Fezes humanas Total
producéo ambiente de abate

Namero de 28 68 237 196 50 581
solados
Antimicrobianos** R (%) I (%) R (%) I (%) R (%) I (%) R (%) [ (%) R (%) I (%) R (%) | (%)
AML 9(32,1) 5(17,9) 16(23,5) 17 (25) 65 (27) 48(20,2) 36(18,2) 33(16,8) 17(34) 5(10) 143(24,6) 108 (18,6)
CEF 0 (0) 2(7,1) 1(1,5) 6 (8,8) 2(0,8) 33 (13,9) 3(1,5) 15 (7,6) 1(2) 3 (6) 7(1,2) 59 (10,2)
CIP 4(14,2) 11(39,3) 4(5,9) 15 (22) 19(8) 127 (53,6) 6 (3) 61(31,1) 8(16) 24(48) 41(7,1) 248(42,7)
CLO 1(3,6) 1(3,6) 1(1,5) 0 (0) 4(1,7) 2(0,8) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 6 (0,9) 3(0,5)
SUT 1(3,6) 0 (0) 6 (8,8) 3(44) 10 (4,2) 1(0,4) 4(2) 0) 3(6) 0(0) 24 (4,1) 4(0,3)
TET 2(7,1) 0 (0) 6 (8,8) 1(1,5) 18 (7,6) 2(0,8) 14 (7) 0(0) 9(18) 0(0) 49 (8,4) 3(0,5)
IMP 0 (0) 0 (0) 1(1,5) 12(17,6) 8(3,4) 50 (21,1) 3(1,5) 1(5,6) 2(4) 12((24) 14(24) 85 (14,6)
ATM 1(3,6) 0 (0) 3(4,4) 5(7,3) 2(0,8) 6 (2,5) 5(2,5) 6 (3) 1(2) 1(2) 12 (2,1) 18 (3,1)
GEN 0 (0) 0 (0) 0(0) 1(1,5) 5(2,1) 11 (4,6) 4 (2) 14 (7) 2(4) 0 (0) 11(1,9) 26 (4,5)
AZI 5(17,9) - 9(13,2) - 58 (24,5) - 22 (11,1) - 16 (32) - 110 (18,9) -
Avaliagéo Resultado (%)
MDR 3(10,7) 4 (5,9) 18 (7,6) 6 (3) 4 (8) 35 (6)
ESBL 0 (0) 2(2,9) 4(1,7) 1(0,5) 2(4) 9(1,5)

* Ambiente de producdo: amostras de agua do tanque; Agua residudria de ambiente de abate: amostras de agua do chiller; 4gua da escamadeira e agua da
evisceracdo. ¢ Amostras de filé de Tilapia. ** R: resistente, I: intermediario. AML, Amoxicilina (10ug); CEF, Ceftiofur (30ug); CIP, Ciprofloxacina (5ug); CLO,
Cloranfenicol (30ug); SUT, Sulfametazole/Trimetropim (23,75-1,25ug); TET, Tetraciclina (30ug); IMP (10ug), Imipenem; ATM, Azetreonam (30ug); GEN,
Gentamicina (10ug); AZI, Azitromicina (15ug).
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A resisténcia a amoxicilina (24,6%) e a azitromicina (18,9%) ocorreu com maior
frequéncia e de forma ampla neste estudo. A resisténcia das bactérias Gram-
negativas a azitromicina ja era esperada devido a resisténcia intrinseca desses micro-
organismos aos macrolideos (BARROS et al.,, 2013). Além disso, a resisténcia
encontrada a amoxicilina n&o é surpreendente, pois dados da literatura indicam uma
variagao entre 15 e 80% de resisténcia em bactérias Gram-negativas, em estudos
realizados em varios paises (HO et al., 2000; SCHMIDT et al., 2000; MIRAND e
ZEMELMAN 2002; SAHA e PAL 2002; CHELOSSI et al. 2003; HATHA et al., 2005).
A resisténcia a amoxicilina pelas bactérias no ambiente aquatico pode ser explicada
pela transferéncia horizontal de fatores de resisténcia entre cepas resistentes e cepas
sensiveis (ARVANITIDOU et al., 1997; MCMANUS, 1997).

A segunda maior resisténcia ocorreu com a tetraciclina, em 8,4% do total de
isolados e se deu de forma semelhante em isolados de amostras de carcacga (3,1%) e
filé (2,4%), seguido de isolados de amostras de fezes (1,6%). Este antimicrobiano é
utilizado principalmente na forma profilatica (SIRUM et al. 1992; MIRANDA et al.
2003) e no Brasil é permitido o uso da oxitetraciclina, antimicrobiano da mesma classe,
na piscicultura. Tendo em vista que na maior parte da cadeia das industrias de
piscicultura, o antimicrobiano mais utilizado dessa classe € a oxitetraciclina, a
disseminagao de genes relacionados a tetraciclinas podem ainda estar circulantes.

A resisténcia a tetraciclinas e/ou oxitetraciclina tem sido comumente relatadas
(PARK et al.1994; SON et al. 1997; HO et al. 2000; RHODES et al. 2000; SCHMIDT
et al. 2000; KIM et al. 2004; HATHA et al. 2005). Em um trabalho realizado por
TuSevljak et al. e (2013), foi feito um estudo global sobre o uso e resisténcia a
antimicrobianos na aquicultura por meio de um questionario. Nesse estudo, percebeu-
se que o antimicrobiano mais utilizado foi a tetraciclina, sendo relatada por 18% dos
entrevistados, ja a resisténcia a tetraciclina, em uma ou mais espécies de bactérias,
foi relatada frequente por 17% dos entrevistados na criagdo de Tilapia-do-Nilo
(TUSEVLJAK et al., 2013).

Levando em consideragdao que nao foi utilizado nenhum antimicrobiano
durante o periodo de realizagao do presente estudo, a baixa frequéncia de isolados
resistentes esta condizente. Porém, mesmo que essa percepgdo tenha sido
constatada, ainda sim foi possivel isolar micro-organismos resistentes a tetraciclina.

Esse resultado pode estar relacionado com a presenca de E. coli resistentes a
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tetraciclinas provenientes das amostras ambientais de rios, como no estudo realizado
por Tao et al. (2010), no qual 19% foram resistentes a elas.

A resisténcia a ciprofloxacina foi a terceira maior, em 7,1% dos isolados. Em
isolados de amostras ambientais € possivel observar uma baixa frequéncia de
resisténcia a quinolona (MCKEON et al., 1995; GUARDABASSI et al., 1998). Dessa
forma, ainda que tenha sido possivel verificar uma baixa ocorréncia no presente
estudo, esse dado pode indicar que as amostras de tanque, que nesse estudo foram
consideradas amostras representativas da produgédo, podem estar propagando a
resisténcia ao longo da cadeia de abate, ja que em amostras do filé de Tilapia (1%)
foram encontrados isolados resistentes a esse antimicrobiano. Porém sé seria
possivel realmente afirmar a propagacado ao longo do abate, realizando testes de
similaridade como o PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), ou sequenciamento do
genoma completo. Em outros trabalhos de aquicultura nao foi observada resisténcia
a esse antimicrobiano (AKINBOWALE et al., 2006; ROCHA et al., 2014).

Sulfametazole/trimetropim apresentou resisténcia a 4,1% dos isolados. Esse
baixo indice de isolados resistentes também pode ser observado em outros trabalhos
realizados com Tilapia-do-Nilo (LIMA et al., 2005; ROCHA et al., 2014). De acordo
com Lamshoft et al. (2007), as sulfonamidas sédo altamente sollveis em agua e
persistentes no meio ambiente. Assim, os residuos podem ser detectados em até 10
dias apdés a administragcdo, sugerindo a possibilidade de deteccdo de bactérias
resistentes a sulfmetazole/trimetropim por um periodo relativamente longo. No
presente estudo, o local com a maior frequéncia de isolados resistentes a este
antimicrobiano foi a carcaga. Tendo em vista que a utilizagao desse antimicrobiano
nao é permitida no Brasil, esse resultado sugere a transferéncia de resisténcia de
micro-organismos ambientais para os animais.

A resisténcia ao Imipenem (2,4%) e azetreonam (2,1%) foram baixas. Em um
estudo realizado por Rocha et al. (2014) com Tilapia-do-Nilo no Brasil, ndo foi
encontrado nenhum isolado resistente ao azetreonam. Os percentuais semelhantes
encontrados para estes dois antimicrobianos podem ter sua explicagao em virtude de
ser mecanismos de agao serem iguais, ou seja, agindo principalmente na parede
celular dos micro-organismo (BARROS et al., 2013).

Em relacédo a gentamicina, 1,9% apresentaram-se resistentes, tendo sido
considerado também um baixo percentual de resisténcia, assim como verificado para

o imipenem (2,4%), azetreonan (2,1%), ceftiofur (1,2%) e cloranfenicol (0.9%). Alguns
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estudos realizados no Brasil demostraram que a frequéncia de resisténcia a
gentamicina de isolados na criacdo de Tilapia-do-Nilo variou de 0 a 15%
(BOUFLEUER, 2015; ROCHA et al., 2014; CARNEIRO et al., 2007), mesmo sendo
considerada uma alta variacado, o resultado desse estudo se encontra dentro dessa
faixa.

A resisténcia a cefalosporinas de terceira geragao, considerada “criticamente
importantes” segundo a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2019) com base na
sua importancia para a saude publica, no presente estudo a resisténcia a este
antimicrobiano também foi considerada baixa, ceftiofur apresentou 1,2% de isolados
resistentes, semelhante a estudos no Sudeste Asiatico, onde menos de 10% de
isolados resistentes foram relatados (NHUNG et al., 2016).

Ja em relagcdo aos resultados ao cloranfenicol, 0,9% dos isolados foram
resistentes, sendo esse resultado extremamente baixo, tendo em vista que na criagéao
de Tilapia-do-Nilo no Brasil o florfenicol, que pertence a mesma classe de
antimicrobianos, € o unico agente permitido como uso terapéutico. O baixo resultado
de isolados resistentes esta condizente com o fato, ja exposto anteriormente, de que
nao foi administrado nenhum antibiético durante o periodo de criagao dos peixes. Em
outro estudo brasileiro, a frequéncia variou de 22 a 30% (CARNEIRO et al., 2007).
Esse alto nivel de resisténcia pode estar relacionado a utilizagdo na forma terapéutica
durante a criagéo. A resisténcia ao cloranfenicol em amostras de aquicultura também
foi observada no Chile (MIRANDA e ZEMELMAN 2002), Franga (MICHEL et al., 2003)
e em um estudo do Mediterraneo Ocidental (CHELOSSI et al., 2003).

Dos 581 isolados testados 257 (44,2%) foram resistentes a pelo menos 1
antimicrobiano. Em relagdo ao numero de isolados resistentes por origem de amostra,
foi possivel observar que proporcionalmente ao numero total de isolados encontrados,
nas amostras de fezes humana 70% dos isolados eram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, seguido das amostras de carcagca com 50,2%, amostras de agua
tanque com 46,4%, amostras de agua residuaria de abate (chiller, escamadeira,
evisceragado) com 39,7%, e amostras de produto final (filé de Tilapia) com 31,8%
(FIGURA 5).
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FIGURA 5 — RELAGAO DE ISOLADOS TOTAIS E ISOLADOS RESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS POR ORIGEM DA AMOSTRA QUE FORAM OBTIDOS EM UM ABATEDOURO
DE TILAPIAS-DO-NILO NO OESTE DO PARANA.
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Agua do tanque: propriedade; Agua residuaria: chiller, escamadeira e evisceragao.

A disseminacdo de antimicrobianos na aquicultura pode representar uma
ameaca a saude humana, assim como contaminar o meio ambiente com residuos
desses agentes e organismos resistentes. Muitas das classes de antimicrobianos
usados na aquicultura sao idénticas aquelas usadas para tratar animais terrestres e
pacientes humanos (RICO et al., 2013; DONE et al., 2015; LULIJWA et al., 2020).
Contudo, os sistemas de aquicultura sdo altamente complexos e muitas vezes
integrados a outros sistemas de producao de alimentos (CANTAS et al., 2013; CHUAH
et al., 2016; WATTS et al., 2017; SHEN et al., 2019), como, por exemplo, por meio do
compartilhamento de fontes de agua comuns, tornando-os altamente vulneraveis a
introducao e disseminagcao ampla de agentes antimicrobianos (CABELLO et al., 2016;
BRUNTON et al., 2019).

Com o intuito de explorar a resisténcia antimicrobiana de acordo com a fonte
das amostras analisadas, de acordo com a TABELA 5, é possivel observar que a
distribuicao da resisténcia em relagao a amoxicilina ocorreu com maior frequéncia em
amostras do ambiente de produgédo (32,1%) e em fezes humanas (34%). Ja em
relacao ao ceftiofur foi observado que no ambiente de producgéo nao foi possivel isolar

nenhuma cepa resistente a esse antimicrobiano. Em relacdo ao imipenem a maior
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frequéncia de isolados foi observada em amostras de fezes humana (4%), ndo sendo
constatado nenhum isolado resistente em amostras do ambiente de produgao. Ja em
relagdo ao azetreonam foi possivel observar maior frequéncia de isolados resistentes
em amostras do ambiente de producao (3,6%) e em aguas residuarias do ambiente
de abate (4,4%). A resisténcia a gentamicina n&o foi observada em amostras de
ambiente de producédo e em agua residuaria de ambiente de abate. A resisténcia a
tetraciclina foi observada com maior frequéncia em amostras de humanos (18%). Foi
possivel observar uma relacdo da resisténcia a ciprofloxacina em isolados de
ambiente de produgédo que apresentou 14,2%, semelhante a amostras de fezes
humanas, que apresentou 16% de resisténcia a este antimicrobiano.
Sulfametazole/trimetropim apresentou menos de 10% de resisténcia ao longo de toda
cadeia, sendo que em amostras de agua residuaria de ambiente de abate foi possivel
observar 8,8% de resisténcia. Em amostras de produto final e fezes humanas nao foi
encontrado nenhum isolado resistente ao cloranfenicol. Em relagdo a azitromicina e
resisténcia ocorreu de forma semelhante em todos os tipos de amostra o que ja era
esperado, visto que E. coli apresenta resisténcia intrinseca a este antimicrobiano.
Estudos de vigilancia sdo uma das principais ferramentas para lidar com o
problema da resisténcia antimicrobiana, pois permitem o monitoramento dos padrdes
de resisténcia e permitem a detecgéo precoce de quaisquer tendéncias potenciais de
resisténcia. Tao preocupante quanto a resisténcia de micro-organismos a determinado
antimicrobiano, a observagao de uma possivel tendéncia para uma perda progressiva
de atividade deve ser levada em conta. Na TABELA 5 é possivel observar o numero
de isolados resistentes e o numero de isolados intermediarios a antimicrobianos por
amostra e na figura 6 € possivel observar a porcentagem do numero total de isolados
resistentes, comparado com a porcentagem de isolados com suscetibilidade

intermediaria para os antimicrobianos testados.
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FIGURA 6 — COMPARACAO DA PORCENTAGEM DE ISOLADOS RESISTENTES E COM
SUCEPTIBILIDADE INTERMEDIARIA OBTIDOS EM UM ABATEDOURO DE TILAPIAS-DO-NILO NO
OESTE DO PARANA.
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AML, Amoxicilina (10ug); CEF, Ceftiofur (30ug); CIP, Ciprofloxacina (5ug); CLO, Cloranfenicol (30ug);
SUT, Sulfametazole/Trimetropim (23,75-1,25ug); TET, Tetraciclina (30ug); IMP (10ug), Imipenem;
ATM, Azetreonam (30ug); GEN, Gentamicina (10ug); AZI, Azitromicina (15ug).

O resultado observado para certos antimicrobianos é alarmante, principalmente
para os antimicrobianos ciprofloxacina 42,7% (248); imipenem com 14,6% (85);
ceftiofur 10,2% (59); gentamicina 4,5% (26) e azetreonam 3,1% (18) que
apresentaram isolados com suscetibilidade intermediaria superior ao niumero de
isolados resistentes. Na literatura € possivel encontrar estudos demostrando uma
tendéncia de isolados que eram considerados intermediarios, se tornando resistentes
(MASTERTON, 2002; TADESSE et al., 2012). Em um estudo retrospectivo realizado
por Rhomberg e Jones (2009), é possivel observar que isolados de E. coli ao longo
dos anos foram aumentando a porcentagem de resisténcia a ciprofloxacina, inclusive
para outros antimicrobianos como a gentamicina e imipenem. Constatando assim, que
estudos de vigilancia sao essenciais para o controle de resisténcia.

Em relagdo a presenga de isolados multidrogas resistentes (MDR) que sao
isolados resistentes a trés classes de antimicrobianos ou mais (ECDC; EFSA; EMA,
2017), no presente estudo, 35 (6%) isolados apresentaram essa caracteristica. Na
TABELA 5 é possivel observar os isolados por origem de amostra e na TABELA 6 &

possivel observar os perfis de MDR encontrados nesse estudo.
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TABELA 6 — PERFIL DE RESISTENCIA DE 35 ISOLADOS DE E. coli MULTIDROGA
RESISTENTES E A ORIGEM DA AMOSTRA ANALISADA

MDR Antimicrobianos* N° de isolados Origem
AML-CEF-IMP-ATM-TET-SUT-AZI 1 Filé de Tilapia
AML-CEF-IMP-TET-SUT-AZI Filé de Tilapia
AML-TET-CIP-SUT-CLO Carcaca

AML-CEF-TET-SUT-AZI
AML-TET-CIP-SUT

Agua escamadeira
Agua tanque

AML-TET-SUT-AZI Filé de Tilapia
IMP-ATM-GEN-CIP Filé de Tilapia
AMO-TET-CIP-CLO Agua tanque
AMO-CEF-TET-AZI Carcaca

AMO-TET-SUT-AZI
AMO-ATM-TET-SUT
AMO-TET-SUT-CLO
AMO-CEF-TET-AZI

Filé de Tilapia - Carcaca
Agua chiller

Agua chiller

Humano - Carcaga

W WWwwWwWowowowaowawwhhbDDMDMMMAMMDMNOOOSN
N m a2 D aa AN 2 a2a NN AN o aoaoaaaaaawaa

AMO-CIP-AZI Agua chiller - Agua tanque
AMO-SUT-AZI Carcaca
AMO-TET-SUT Carcaca

AMO-TET-AZI Carcaca — Filé de Tilapia
AMO-ATM-TET Humano
AMO-TET-SUT Humano

AMO-IMP-AZI Carcacga - Humano
AMO-ATM-AZI Carcaca

CIP-SUT-AZI Carcaca

GEN-SUT-AZI Carcaca

IMP-CIP-AZ| 2 Carcaca

* AML, Amoxicilina (10ug); CEF, Ceftiofur (30ug); CIP, Ciprofloxacina (5ug); CLO, Cloranfenicol
(30ug); SUT, Sulfametazole/Trimetropim (23,75-1,25ug); TET, Tetraciclina (30ug); IMP (10ug),
Imipenem; ATM, Azetreonam (30ug); GEN, Gentamicina (10ug); AZI, Azitromicina (15ug).

Existem duas maneiras pelas quais as bactérias distribuem os genes de
resisténcia através de plasmideos, a primeira € distribuindo genes individuais para
varios plasmideos diferentes e a segunda é agrupando varios genes na mesma
unidade de transferéncia, chamado de plasmideo MDR. Esses plasmideos MDR s&ao
frequentemente resultado da recombinagdo interplasmidica, integragdo de
transposons e/ou insergao de cassetes de genes de resisténcia (SCHWARZ et al.,
2006). A vantagem seletiva proporcionada pela associagao fisica de multiplos genes
de resisténcia quando os antimicrobianos sdo administrados em combinacdes pode
explicar a tendéncia mundial crescente de MDR em cepas de E. coli de animais e
humanos (SZMOLKA e NAGY, 2013).
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A resisténcia a multiplos medicamentos foi relatada em varios estudos de
patdogenos de peixes e ambientes de aquicultura (MCPHEARSON et al. 1991;
SCHMIDT et al. 2000; HATHA et al. 2005). E. coli isolada de amostras comerciais de
peixes e frutos do mar adquiridos nos mercados de atacado e varejo na Coreia
demostraram resisténcia multipla a antimicrobianos como ampicilina, cloranfenicol,
cefalotina, gentamicina e tetraciclina (RYU et al., 2012). Miranda e Zemelman (2002)
também relataram que bactérias resistentes de seis a dez antibacterianos é usual.

O que mais chama atencdo nos resultados em relacdo a MDR, é que foi
possivel encontrar isolados MDR em todos os tipos de amostras analisadas, sendo os
isolados de produto final (filé de Tilapia) os que apresentaram o perfil de resisténcia
ao maior numero de classes de antimicrobianos. Uma amostra de filé de Tilapia
apresentou resisténcia a 7 antimicrobianos (amoxicilina; ceftiofur; imipenem;
azetreonam; tetraciclina; sulfametazole/trimetropim; azitromicina) e outra amostra
também de filé de Tilapia apresentou resisténcia a 6 antimicrobianos (amoxicilina;
ceftiofur; imipenem; tetraciclina; sulfametazole/trimetropim; azitromicina) conforme
pode ser observado na TABELA 6, ficando evidente a distribuigdo de isolados MDR
dentro do fluxo de abate.

Nas amostras de fezes humanas quatro isolados apresentaram ser MDR
conforme a TABELA 6. Trabalhadores agricolas nas areas de produg¢ao animal
representam um grupo importante, pois sdo mais propensos a contaminacao por E.
coli MDR de origem animal, se tornando portadores (VAN DEN BOGAARD et al.,
2001), enquanto alimentos crus também podem ser uma fonte frequente de
contaminagao humana (MUSGROVE et al., 2006; ZHAO et al., 2012; MARTINS DA
COSTA et al., 2013).

No teste de sinergia de duplo disco (DDST), 285 isolados foram selecionados
na triagem para verificagao da produgao de ESBL. Apds analise somente nove (1,5%)
isolados foram capazes de produzir a enzima (TABELA 5). Comparativamente
estudos realizados na China e Egito apresentaram resultados semelhantes, 1,5% e
4%, respectivamente (JIANG et al., 2012; ISHIDA et al., 2010).

As fontes desses isolados foram: agua residuaria da descamacao (1); agua
residuaria da evisceragao (1); carcaca (4); filé de Tilapia (1) e fezes humana (2), sendo
que dos nove isolados produtores de ESBL, sete deles também eram MDR.
Plasmideos MDR codificam resisténcia as principais classes antimicrobianas,

incluindo aminoglicosideos, B-lactamicos, fenicdis, quinolonas, tetraciclinas e
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sulfonamidas (CARATTOLI, 2013). Devido a sua extrema flexibilidade na aquisi¢cao e
transmissao da grande maioria dos genes de resisténcia, os plasmideos podem
funcionar como reservatorios de outros genes de resisténcia, como CTX-M que tem a
funcdo de produzir ESBL e assim existir uma corregéo entre isolados MDR e isolados
produtores de ESBL (SZMOLKA e NAGY, 2013).

O uso veterinario de B-lactdmicos de espectro estendido (cefalosporinas de
terceira e quarta geragdo) nas ultimas duas décadas, resultou no surgimento de
plasmideos portadores de ESBL em cepas de E. coli de origem animal (AARESTRUP,
2006). No entanto, bactérias produtoras de ESBL sao relatadas de forma indiscutivel
em casos clinicos humanos (JACOBY e MUNOZ-PRICE, 2005). Li et al. (2007)
forneceram um relatério cronolégico sobre E. coli comensal produtor de ESBL de
animais para alimentacao entre 1992 e 2005. Os dados sugeriram uma distribuicdo
mundial de varios tipos ESBL em cepas comensais de E. coli, de aves, suinos e

bovinos, entre outras.
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5 CONCLUSAO

Os indices de resisténcia encontrados nesse estudo, assim como os altos
percentuais de isolados, com respostas intermediarias a resisténcia, aos
antimicrobianos, especialmente para ciprofloxacina, devem ser observados com
atencao, para evitar que a cadeia de tilapicultura se torne uma potencial fonte de
distribuicdo de elementos de resisténcia antimicrobiana para o ambiente, animais e
humanos.

Avaliando a frequéncia de resisténcia por origem de amostra foi possivel
verificar uma distribuicdo ampla de resisténcia a amoxicilina e a azitromicina nos
isolados testados. Ja em fezes humanas a resisténcia a tetraciclina foi mais frequente
seguido da resisténcia a ciprofloxacina, que também se mostrou frequente em
amostras do ambiente de produgado. Além disso, também foi possivel observar uma
baixa frequéncia de isolados MDR e produtores de ESBL.

A ampla distribuicdo de resisténcia, incluindo em fezes humanas, € uma
grande preocupagao em relagdo a saude unica, visto que as principais consequéncias
da resisténcia aos antimicrobianos sdo o aumento da mortalidade por doengas que,

anteriormente, eram trataveis com antibioticos ou antimicrobianos quimioterapicos.
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