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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

DISSEMINACAO AMBIENTAL EM PROPRIEDADES SUINICOLAS DA
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS UTILIZANDO A Escherichia coli COMO
BIOMARCADORA
AUTORA: Maiara Cristiane Brisola
ORIENTADORA: Prof. PhD. Lenita Moura Stefani
Chapecd, 6 de fevereiro de 2018.

O objetivo deste estudo foi verificar a disseminacdo ambiental de cepas de Escherichia coli em
propriedades suinicolas do Oeste de Santa Catarina e utiliza-la como biomarcadora para avaliar o
perfil fenotipico da susceptibilidade aos antimicrobianos, a possivel presenca de ESBLs (Beta-
Lactamases de Espectro Estendido) e genes responsaveis pela resisténcia as fluoroguinolonas.
Foram utilizadas para o isolamento de E. coli o total de 306 amostras, sendo 103 amostras de
fezes suinas, 105 de agua e 98 de solo oriundas de propriedades suinicolas dos municipios com
maior producdo de suinos do oeste catarinense. Os isolados de E. coli foram submetidos ao
antibiograma com os antimicrobianos: amoxicilina associada ao acido clavulanico (20/10 pg),
ceftiofur (30 pg), enrofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), sulfametoxazol associado ao
trimetoprim (1,25/23,75 ng) e colistina (10 pg). Os isolados também foram submetidos ao teste
de disco aproximacdo indicador da producdo de ESBLs e pesquisa via PCR dos genes blaCTY-
M2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M2, blaOXA-1, blaPSE-1, responsaveis pela producédo de
ESBLs e dos genes gnrA, gnrB e qgnrS que conferem resisténcia as quinolonas e
fluoroquinolonas. O percentual de isolamento de E. coli encontrado para as amostras de fezes,
agua e solo foi de 66,02%, 30,48% e 35,71% respectivamente. Os maiores percentuais de
resisténcia obtidos foram para os antimicrobianos sulfametoxazol associado ao trimetoprim
(63,70%), colistina (45,19%) e enrofloxacina (39,26%). Quanto aos niveis de multirresisténcia
foi possivel observar que 37,04% dos isolados eram resistentes a trés ou mais classes de
antimicrobianos. Dos perfis de multirresistencia avaliados, o perfil A (GEM-SUT-ENO-COL) foi
0 mais comumente encontrado (16%). Detectamos valores de IRMA (indice de Resisténcia
Multipla aos Antimicrobianos) acima de 0,2 em 78% das amostras multirresistentes. Dos 135
isolados foi possivel detectar cepas produtoras de ESBLs (7,41%), onde destas, 60%
apresentaram positividade para o gene blaTEM-1, 50% para o gene blaCMY-M2 e 90% para 0s
genes qgnrS. Das cepas resistentes a enrofloxacina ndo produtoras de ESBLs apresentaram
positividade para o gene gnrS e gnrB, 17,39% e 2,17%, respectivamente e o gene gnrA ndo foli
detectado. Os resultados obtidos neste estudo, utilizando a E. coli como biomarcadora,
demonstraram a contaminagcdo de amostras ambientais por microrganismos de origem fecal,
além, dos altos indices de resisténcia, presenca de genes produtores de beta-lactamases e de
resisténcia a fluoroquinolonas, reforgando ainda mais a necessidade do uso consciente dos
antimicrobianos e também do tratamento adequado de dejeto s e efluentes.

Palavras-chave: Ambiente, contaminagdo fecal, ESBLs, fluoroquinolonas, resisténcia.



ABSTRACT

Master's Dissertation
Animal Science Graduate Program
University of Santa Catarina State

ENVIRONMENTAL DISSEMINATION IN SWINE PROPERTIES OF
ANTIMICROBIAL RESISTANCE USING Escherichia coli AS A BIOMARKER
AUTHOR: Maiara Cristiane Brisola
ADVISOR: Prof. PhD. Lenita Moura Stefani
Chapecd, February 6, 2018

The objective of this study was to verify the environmental dissemination of strains of
Escherichia coli in pig farms in the West of Santa Catarina state and to use it as a biomarker to
evaluate the phenotypic profile of antimicrobial susceptibility, the possible presence of ESBLs
(Extended Spectrum Beta-Lactamases) and genes responsible for quinolone resistance. A total of
306 samples were used for the isolation of E. coli, of which 103 samples were from swine feces,
105 of water and 98 of soil from pig farms of few municipalities with the largest production of
pigs from the west of Santa Catarina. The isolates of E. coli were submitted to antimicrobial
antibiotics: amoxicillin associated with clavulanic acid (20/10 pg), ceftiofur (30 pg), enrofloxacin
(5 ng), gentamicin (10 g), trimethoprim sulfamethoxazole (1.25/ 23.75 pg) and colistin (10 pg).
The isolates were also submitted to the ESBL-test approximation and the PCR test of the genes
blaCTY-M2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M2, blaOXA-1, blaPSE-1, responsible for the
production of ESBLs and the gnrA, gnrB and gnrS genes that confer resistance to quinolones and
fluoroguinolones. The percentage of E. coli isolates found for feces, water and soil samples was
66.02%, 30.48% and 35.71%, respectively. The highest percentages of resistance were obtained
for antimicrobial agents sulfamethoxazole associated with trimethoprim (63.70%), colistin
(45.19%) and enrofloxacin (39.26%). Regarding the multiresistance levels, it was possible to
observe that 37.04% of the isolates were resistant to three or more classes of antimicrobials. Out
of all multiresistant profiles evaluated, profile A (GEM-SUT-ENO-COL) was the most
commonly found (16%). We detected values of IRMA (Multiple Resistance Index to
Antimicrobials) above 0.2 in 78% of the multiresistant strains. Out of 135 isolates, it was possible
to detect ESBLs producers (7.41%), of which 60% showed positivity for blaTEM-1 gene, 50%
for the blaCMY-M2 gene and 90% for the gnrS genes. Of the non-ESBL-producing
enrofloxacin-resistant strains, the gnrS and gnrB genes, 17.39% and 2.17%, respectively were
positives, and the gnrA gene was not detected. The results obtained in this study, using E. coli as
a biomarker, demonstrated the contamination of environmental samples by fecal microorganisms,
in addition to high resistance indexes, the presence of beta-lactamase genes and resistance to
fluoroquinolones, reinforcing the need for a more conscious use of the antimicrobials and also for
proper treatment of animal waste.

Keywords: Environment, fecal contamination, ESBLs, fluoroquinolones, resistance.
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1. CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

1.1 SUINOCULTURA E MEIO AMBIENTE

O Brasil no ano de 2017 foi o quarto no ranking mundial de producdo de carne suina, com
3,3 milhGes de toneladas produzidas anualmente e deste total, 600 mil toneladas foram
exportadas para mais de 70 paises (ABPA, 2017). No ano de 2017, o estado de Santa Catarina foi
responsavel por 38% da exportacdo de toda a carne suina brasileira, onde os principais destinos
foram paises como a Russia, China e Hong Kong. A regido oeste de Santa Catarina produziu
73,2% da carne suina do estado, o que gerou cerca de 60 mil empregos diretos em indUstrias de
beneficiamento, com mais de 18 mil produtores integrados a agroindustrias, além de produtores
independentes (CIDASC, 2017).

O desenvolvimento da suinocultura de Santa Catarina resulta em expressivos ganhos de
produtividade e eficiéncia técnica, mas a concentracdo da producdo em menor area geografica
para obter ganhos em grande escala e eficiéncia logistica, pode contribuir para problemas
ambientais, pois, o volume de dejetos produzidos ultrapassa a capacidade de assimilacdo do
ambiente (EMBRAPA, 2009). A alta concentracdo da producdo pode acarretar problemas como a
saturacdo do solo ocasionada pelos dejetos dos animais e, consequentemente, a contaminacdo dos
cursos hidricos. Uma preocupacéo relacionada ao processo de producdo intensiva de suinos € a
quantidade de dejetos gerados nas granjas, assim, como o potencial poluente e a carga bacteriana
que esses ocasionam (EPAGRI, 2014).

A principal destinacdo para o dejeto suino € a sua aplicacdo como fertilizante agricola do
solo, mas sem o adequado manejo causa poluicdo ambiental, pois, pode poluir os recursos
hidricos, provocando a eutrofizagéo e alterando a biodiversidade da agua, além da contaminacao
com o excesso de nutrientes e microrganismos fecais causadores de doengas em humanos e
animais e carreadores de genes de resisténcia aos antimicrobianos (SILVA et al., 2015).

Os materiais organicos e inorganicos podem ser carreados pelo escoamento das chuvas
para mananciais hidricos e o solo, podendo aumentar substancialmente a carga de poluentes

nestes locais, e além de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo
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trazendo riscos a populacOe e a saude publica (NEILL, 2018). Sabe-se que a qualidade da agua
esta diretamente relacionada com inimeras enfermidades e diferentes microrganismos, entre eles
a Escherichia coli que pode ser utilizada como bioindicadora das condi¢Ges do ambiente, pois, é
uma bactéria comumente encontrada no trato gastrointestinal dos animais de sangue quente e
desta forma o correto manejo de dejetos torna-se fundamental para evitar a contaminagdo do
meio ambiente, onde a aplicacdo dos residuos deve ser de forma regulada, utilizando-se de

critérios como as propriedades do solo e avalia¢fes ecotoxicologicas (MACCARI et al., 2016).

1.1.1 A bactéria E. coli

A E. coli é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, bacilo Gram-
negativo que possui a membrana externa composta de lipopolissacarideos, ndo formadora de
esporos, movel ou imovel e com metabolismo respiratorio facultativo (QUINN et al., 2005).
Constituem um grupo de bactérias que normalmente habitam a microbiota intestinal do homem e
dos animais, e na maioria das vezes, ndo patogénicas. Entretanto, subgrupos de E. coli
apresentam fatores de viruléncia que os tornam capazes de causar doengas, como as E. coli
produtoras de toxinas Shiga (STEC), por exemplo, formando um grupo de bactérias patogénicas
envolvidas em surtos de doencas transmitidas por alimentos (CALDORIN et al., 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas de origem alimentar sao
aquelas causadas pela ingestdo de alimentos ou de dgua contaminados e podem ser de natureza
infecciosa, quando provocadas por microrganismos ou toxicas quando provocadas por toxinas
quimicas (WHO, 2002). Entre os diferentes tipos de E. coli que provocam diarreia, as STEC
possuem um lugar de destaque, ja que estdo relacionadas a um grande espectro de doencas
humanas, que podem variar de diarreia leve até severa diarreia sanguinolenta (colites
hemorrégicas - CH) que podem evoluir para complicacdes extraintestinais graves como a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), cuja mais grave possivel sequela é a faléncia renal e a
Parpura Trombocitopénica (PTT), que atinge principalmente idosos (MORA et al., 2005).

A E. coli é classificada com base em diferencas antigénicas (sorotipagem) e fatores de
viruléncia. Dois componentes da superficie da bactéria formam a base primaria para o sistema de
classificacdo soroldgico: o antigeno O (lipopolissacarideos ou LPS) e os flagelos H, onde o

antigeno O identifica o sorogrupo de uma estirpe e a combinacdo antigeno O e H identificam o
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seu sorotipo, como por exemplo a E. coli O157:H7 e a E. coli O157:H19 (MENG, 2001). Com
base nos sintomas das doengas, nas caracteristicas soroldgicas e fatores de viruléncia, os
subgrupos de E. coli correlacionados a infec¢des intestinais sdo classificados em seis patotipos,
sendo eles: E. coli Enteropatogénica (EPEC); E. coli Enterotoxigénica (ETEC); E. coli
Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli Enterohemorrégica (EHEC) e
E. coli de Adesédo Difusa (DAEC) (RUSSO; JOHNSON, 2000).

Para Caldorin et al. (2013), a bactéria pode ser excretada pelas fezes e pode contaminar
aguas de superficies ou subterraneas, assim como hortalicas, solo e produtos de origem animal. A
E. coli O157:H7 pode ser transmitida pelo contato direto com animais infectados e seres
humanos, por meio da transmisséo fecal-oral e contaminagdo cruzada no preparo de alimentos.
Foi detectada pela primeira vez em bovinos, e pode ser transmitida das fezes dos animais para
agua, vegetais e alimentos de origem animal como leite, carne e seus derivados (NESPOLO et al.,
2014).

Na producdo avicola, cepas de E. coli relacionadas a enfermidades sdo denominadas
APEC e sdo consideradas um importante agente infeccioso, pois, causam indmeros prejuizos
econémicos. A colibacilose aviaria é uma infeccdo extraintestinal que atinge galinhas, perus e
patos, mas podem contaminar gansos, passaros domeésticos e selvagens (OLIVEIRA, 2011). A
dispersdo bacteriana é facilitada por alguns fatores ambientais, tais como processos de
desinfeccdo inadequados, alta temperatura do ambiente e densidade populacional, além de
ventilacdo ineficiente e elevadas concentracdes de gases que levam a destruicdo do epitélio da
traqueia o que favoreceu a colonizacao do trato respiratorio pelo microrganismo (CAMARGO;
SUFFREDINI, 2015).

Para a suinocultura, a E. coli € um dos principais patégenos que causam impactos
negativos a producdo e possui capacidade de desenvolver resisténcia. Os leitdes sdo 0s animais
mais susceptiveis diante da falta de barreira gastrica e baixa imunidade, principalmente no
periodo neonatal e no p6s desmame (SILVA et al., 2015). . A colibacilose € uma enfermidade
entérica de grande impacto na suinocultura. Para o desenvolvimento da enfermidade é necessaria
a adesdo das bactérias & mucosa intestinal e a produgdo de uma ou mais enterotoxinas
(termolébeis e termoestaveis) que levam ao desenvolvimento de diarreia e desidratacdo, o que
pode resultar na morte dos animais (BERTSCHINGER; FAIRBROTHER, 1999). Devido a

grande ocorréncia dessas doengas na suinocultura, assim como em outras producdes, a utilizagédo
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de antimicrobianos para a prevencdo de enfermidades é amplamente difundida e a E. coli é
caracterizada pela alta resiténcia a antimicrobianos, trazendo problemas como a disseminacéo de
genes de resisténcia a maltiplos antimicrobianos para o ambiente e, consequentemente, para
humanos e animais (SILVA et al., 2015).

1.1.2 E. coli como biomarcadora das condi¢gdes ambientais

Por ser uma bactéria de origem fecal, a E. coli pode indicar contaminacdo ambiental e €
amplamente utilizada para indicar a qualidade da &gua, no qual a sua contagem estima o grau de
poluicdo fecal (SOUZA, 2010). Quando o material fecal é transferido para dguas superficiais ou
para o solo, pode ocorrer a disseminacdo de agentes patogénicos, facilitando a ocorréncia de
doencas gastrointestinais em seres humanos e nos animais (FEWTRELL; KAY, 2015).

Além da contaminacdo ambiental ocasionada pela E. coli, os alimentos de origem animal
podem apresentar contaminacdo por este microrganismo, ocasionando intoxicacao alimentar em
humanos que os consumirem. Estes alimentos podem estar contaminados com microrganismos
provenientes da manipulacdo inadequada, por condi¢fes precérias de higiene nas propriedades
rurais e nas induastrias, a partir de pessoas ou animais doentes, durante a manipulacdo e o
processamento de alimentos, da agua contaminada e longos periodos de armazenamento em
temperatura que possibilite o crescimento microbiano (ALVES; PINHEIRO, 2007).

Em éareas rurais, a possibilidade de contaminacéo fecal no ambiente é elevada, pois, a falta
de infra-estrutura para tratamento de esgoto, associado aos altos indices de producdo animal,
podem representar importantes fontes de contaminacdo, principalmente com uso de dejetos
animais ndo tratados para adubacao de areas de pastagem e lavouras (NEILL, 2018).

De acordo com Schroeder et al. (2002), ao entrar em contato com a E. coli, seja por meio
de solo e agua contaminada ou através de alimentos, 0s humanos e animais podem apresentar ou
ndo enfermidades, isso vai depender do seu estado imunoldgico e o grau de patogenicidade do
microrganismo, sendo que, para o tratamento e prevencdo de doencas infecciosas de origem
bacteriana, sdo utilizados antimicrobianos que desempenham importante papel na saude humana
e animal.

A introducdo de residuos de antimicrobianos e de cepas resistentes a estes principios

ativos pode ocorrer de diversas formas no meio ambiente, como ilustra a Figura 1. Os
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antimicrobianos de uso humano e veterindrio podem ser introduzidos no solo por meio dos
dejetos dos animais ou da falta de tratamento e destinacdo correta do esgoto humano e através do
escoamento superficial e lixiviacdo de cepas resistente aos antimicrobianos, que podem ser
transportadas para fontes de agua superficiais e subterraneas (MOJICA; AGA, 2011).

Os residuos de antimicrobianos também podem ser introduzidos no ambiente pela
aplicacdo direta na agricultura e aquicultura, deficiéncia no tratamento de efluentes de hospitais,
industrias farmacéuticas e agroindistrias e através do uso inadequado de sanitizantes e
desinfetantes utilizados na higienizacdo e limpeza de ambientes, pois, estudos recentes
demonstram a relacdo entre o uso destes principios ativos e a resisténcia a antimicrobianos
(CHRISTOU et al., 2017).

Figura 1. Fontes e transporte de antimicrobianos humanos e veterinarios na obra artistica

ambiental de Christine Klein.

Spread through
manure application

Fonte: MOJICA, E. R.; AGA, D. S. Antibiotics Pollution in Soil and Water: Potential

Ecological and Human Health Issues. Encyclopedia of Environmental Health, p. 97, 2011.

Até meados dos nos 90, acreditava-se que a E. coli ndo era capaz de sobreviver por longos
periodos de tempo fora do trato intestinal do hospedeiro, mas estudos recentes mostram o

contrério, sendo capaz de se reproduzir no solo, areia e sedimentos em diferentes tipos de clima
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(ROCHELLE-NEWALL et al., 2015), e o seu crescimento e sobrevivéncia nestes ambientes
depende de fatores bidticos, como a presenca de outros microrganismos e a capacidade da E. coli
em adquirir nutrientes, competir com outros microrganismos, formar biofilmes em ambientes
naturais e ainda fatores abidticos como temperatura, agua, disponibilidade de nutrientes, pH e
radiacéo solar (JANG et al., 2017).

A grande distribuigdo ambiental da E. coli agrava os problemas com a disseminagdo de
genes de resisténcia, pois, & uma das principais bactérias onde elementos genéticos méveis como
plasmideos estdo sendo detectados e desta forma, a utilizacdo de antimicrobianos como aditivos
alimentares na producdo animal representam uma importante fonte de selecdo de microrganismos
resistentes (SILVA et al., 2015).

1.2  ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA BACTERIANA

Os agentes antimicrobianos além de serem utilizados como terapéuticos na medicina
humana e veterinaria, sdo usados para a prevencao de doencas e ainda como melhoradores de
desempenho na producdo animal. Estas acdes podem ocasionar a selecdo de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos, o que pode trazer ameacas a saude publica (SCHROEDER et al.,
2002). Desta forma, o uso de antimicrobianos vem recebendo crescente atencdo e com isso a
Unido Européia restringiu completamente o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento no ano de 2006. No entanto, esta proibicdo implicou no aumento do uso de
antimicrobianos com finalidade terapéutica e que pode contribuir no desenvolvimento da
resisténcia bacteriana em animais e humanos (BURROW, 2014).

Recentemente a Organizacdo Mundial de Salde, destacou os riscos causados a saude
publica pela resisténcia a importantes antimicrobianos de espectro estendido, como
cefalosporinas, fluoroquinolonas e carbapenemos (WHO, 2014). Isso se deve a diminui¢do da
eficacia de antibioticos utilizados no tratamento de infecgdes comuns ter se acelerado nos ultimos
anos (LAXMINARAYAN et al., 2013). Estima-se que cerca de 25.000 pessoas morrem a cada
ano na Europa, a partir de infeccbes por bactérias resistentes a antimicrobianos (LAMBERT et
al., 2011). Nos EUA, 19.000 mortes foram associadas com infec¢des invasivas ocasionadas por
MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina) (KLEVENS et al., 2007). De acordo com

Woodford et al. (2014), as preocupacfes sdo aumentadas quando a resisténcia ocorre em animais



16

de producédo, onde o potencial risco de transmisséo aos seres humanos pela cadeia alimentar e
meio ambiente é maior.

Para designar agentes ou classes de antimicrobianos de importancia critica para a
medicina humana deve-se utilizar os seguintes critérios: ser a Unica terapia ou alternativa para
tratar doengas humanas, serem agentes antimicrobianos utilizados para tratar doencas causadas
por microrganismos que podem ser transmitidos por animais e humanos ou doencas causadas por
organismos que possam adquirir genes de resisténcia (WHO, 2007). A microbiota intestinal dos
animais de producdo pode ser uma fonte de infeccdo para os seres humanos, principalmente de
patdgenos entéricos com E. coli, Salmonella spp, Shigella spp, entre outros (SINGER et al.,
2003).

Apesar da maioria das cepas de E. coli serem consideradas comensais do trato
gastrointestinal de humanos e animais, as cepas patogénicas podem causar diferentes infeccdes
intestinais e extraintestinais por serem facilmente encontradas no meio ambiente e em alimentos
(SHIN et al., 2015). Para combater as doencas causadas por E. coli sdo utilizados antibidticos que
muitas vezes ja ndo possuem acdo efetiva sobre esta bactéria, pois a mesma pode estar
carregando em seu material genético genes de resisténcia (SCHROEDER et al., 2002).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser de forma natural, quando ha auséncia de
um processo metabdlico alvo do antimicrobiano ou ainda adquirida que ocorre a partir de
mutacdes genéticas e da pressdo seletiva microbiana ocasionada pela vantagem competitiva de
cepas resistentes a determinados antimicrobianos, onde 0s genes de resisténcia podem estar
situados no cromossomo bacteriano, bem como em elementos extracromossomais transmissiveis
como os plasmideos (LAXMINARAYAN et al., 2013).

Existem diferentes mecanismos que possibilitam que as bactérias tornem-se resistentes
aos antimicrobianos, sendo eles: a) modificacfes na permeabilidade da parede celular bacteriana,
que dificulta o acesso dos antimicrobianos; b) bomba de efluxo, onde através do transporte ativo
0 antimicrobiano é bombeado para fora da bactéria; ¢) modificacdo da particula do
antimicrobiano atraves de acdo enzimatica; d) degradacéo do agente antimicrobiano; e) utilizacéo
de vias metabolicas diferentes as afetadas pelo antimicrobiano; f) modificacdo do sitio alvo do
antimicrobiano (TENOVER, 2006).

Para a E. coli, as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, quinolonas e

aminoglicosideos sdo considerados agentes antimicrobianos com importancia critica e a
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resisténcia pode comprometer a eficacia destes agentes que sdo comumente utilizados para o
tratamento de infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas como a E. coli dentre outras
(HAMMERU; HEUER, 2009). Particularmente, a resisténcia as cefalosporinas de terceira e
quarta geracdo é prevalente e mediada por beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS), o0 que
traz sérios problemas para a medicina humana e animal (HAMMERU; HEUER, 2009). Existem
diversos mecanismos de transferéncia da resisténcia bacteriana através de elementos genéticos
moveis, capazes de disseminar genes de resisténcia entre microrganismos da mesma espécie e
também entre espécies diferentes (MARTINEZ et al., 2016).

1.2.1 Elementos genéticos mdveis e integrons

Para facilitar a transmisséo de genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos, as
bactérias possuem elementos genéticos mdveis, também chamados de elementos transponiveis,
onde inicialmente na década de 1970, muitos casos de multirresisténcia foram associados com
plasmideos transmissiveis (STOKES; HALL, 1989). Os plasmideos sdo moléculas circulares
duplas de DNA capazes de se replicar independentemente dos cromossomos, cujo tamanho pode
variar entre dezenas a milhares de kilobases (MARTINEZ et al., 2016). Podem ser passados de
uma bactéria para outra por transferéncia horizontal de genes, proporcionando uma vantagem
seletiva, como a resisténcia aos antibidticos (CARATTOLI, 2013), conferindo resisténcia para as
principais classes de agentes antimicrobianos, incluindo beta-lactamicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim, macrolideos e fluoroguinolonas
(CARATTOLI, 2009).

Além dos plasmideos, os transposons também possuem a habilidade de se mover dentro
do genoma bacteriano, onde a transposicdo de genes para diferentes sitios do genoma é
considerada uma das principais formas de rearranjo do DNA bacteriano, podendo modificar a
expressao desses genes (BENNETT, 2008). Devido ao crescente aumento na resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, diversos elementos mdveis foram descobertos, como por
exemplo, os ja citados plasmideos e transposons, mas estudos comparativos destes componentes
resultaram na descoberta dos integrons (ROWE-MAGNUS; MAZEL, 2002).

Os integrons sdo elementos genéticos considerados sistemas naturais de clonagem,

capazes de incorporar ORFs (quadros de leitura abertos) por recombinacdo de sitio especifico e
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converté-los em genes funcionais (cassetes génicos), garantindo a expressao correta (MAZEL,
2006). Cinco classes de integrons moveis sdo conhecidas por ter importancia na disseminagéo de
genes de resisténcia entre bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, incluindo a E.
coli, onde os integrons da classe 1 (gene intl) tem sido mais estudados. Estes sdo 0s mais
prevalentes em isolados clinicos, onde a sua regido conservada possui dois genes, o qacED1 que
confere resisténcia aos desinfetantes a base de amonia quaternaria e sull que é responsavel pela
resisténcia a sulfonamida (MAZEL, 2006).

O aumento da incidéncia de resisténcia aos antimicrobianos vem sendo destacado,
principalmente devido a sua relagdo com a presenca de integrons em E. coli comensal oriundas
de adultos de criancas saudaveis de diversos paises (CARATTOLI, 2013).

1.2.2 Resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos, sulfonamidas e polimixinas

Da classe dos aminoglicosideos, o primeiro antibiotico utilizado foi a estreptomicina,
obtido a partir do fungo Streptomyces griseus no ano de 1944, Desta classe, as principais drogas
atualmente utilizadas sdo a gentamicina, tobramicina, amicamicina, netilmicina, paramomicina e
espectinomicina (ANVISA, 2007). O alcance dessa classe de antimicrobianos € relativamente
restrito, sendo utilizados para tratar infeccdes ocasionadas por bactérias Gram-negativas como
Acinetobacter spp, Enterobacter spp, E. coli, Klebsiella spp, Proteus spp, Pseudomonas spp e
Serratia spp e podem ser administrados em associagdo com outros antimicrobianos para tratar
infeccbes ocasionadas por bactérias Gram-positivas como por exemplo o S. aureus (EDMUNDS;
MAYHEW, 2009).

Os aminoglicosideos agem interrompendo a sintese de proteinas através da ligacdo a
subunidade ribossomal 30S, impedindo a leitura correta do RNA mensageiro e
consequentemente, prejudicando a sintese proteica (BRUCE; HICKS, 2011). Cepas da familia
Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-negativos como Pseudomonas spp e Acinetobacter
spp possuem altos indices de resisténcia aos aminoglicosideos (YANG et al., 2011) por trés
mecanismos gerais de resisténcia: (1) diminuicdo da concentracdo intracelular do antimicrobiano
dentro da bacteria, geralmente através do efluxo do farmaco para fora da bacteéria; (2) alteracédo
do alvo molecular do antimicrobiano, geralmente como resultado de uma mutagdo no gene que

codifica o alvo ou substituicdo da funcdo do alvo através de um gene exogeno e (3) inativacao
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enziméatica do aminoglicosideo (JANA; DEB, 2006). As bactérias resistentes possuem como
principal mecanismo a producdo de enzimas de modificacdo dos aminoglicosideos, tais como
acetil-transferases, nucleotidiltransferases e fosfotransferases, enzimas estas que podem inativar
aminoglicosideos comumente usados, como gentamicina e tobramicina (YANG et al., 2011). As
enzimas acetil-tranferases (AACs) séo capazes de catalizar a acetilagdo de uma regido seletiva
dos grupos amino do aminoglicosideo, onde, essa enzima reduz a afinidade do local de ligacéo
30S do ribossomo (JANA; DEB, 2006). A AAC (3) é uma das maiores familias de acetil-
tranferases e inclui quatro tipos principais denominadas de | a IV com base no padrdo de
resisténcia que conferem (DRAKER; WRIGHT, 2004).

A primeira enzima capaz de modificar a estrutura de um aminoglicosideo a ser purificada
foi uma acetil-transferase R-plasmidial em E. coli, que era responsavel pela resisténcia a
gentamicina, permitindo assim, as primeiras pesquisas sobre a especificidade do substrato dessas
enzimas (HEGDE et al., 2001). Altas taxas de resisténcia a gentamicina ja foram detectadas em
E. coli isoladas da microbiota de frangos de corte, onde esse antimicrobiano é utilizado como
promotor de crescimento, indicando que o trato gastrointestinal das aves poderia ser um
reservatorio de genes de resisténcia de importantes antimicrobianos (PESSANHA; FILHO,
2001).

A sulfacrisoidina, da classe das sulfonamidas, foi em 1935 o primeiro agente
antimicrobiano utilizado clinicamente, marcando o inicio da era moderna da quimioterapia
antimicrobiana. As sulfonamidas possuem efeito bacteriostatico e inibem o metabolismo do &cido
folico pela bactéria por um mecanismo competitivo, onde as células dependem do metabolismo
enddgeno, diferentemente de células humanas, que conseguem aproveitar o folato exdgeno
(ANVISA, 2007). Algumas sulfonamidas, como o sulfametoxazol é comumente empregado em
associacdo com o trimetoprim, uma diaminopirimidina, associa¢do chamada de cotrimoxazol e o
efeito do sinergismo das duas drogas é atuar em passos diferentes da sintese do acido folinico,
necessario para a sintese dos acidos nucléicos bacterianos, onde o sulfametoxazol inibe um passo
intermediario da reacdo e o trimetoprim a formacdo do metabolito ativo do &cido no final do
processo (ANVISA, 2007).

O cotrimoxazol foi introduzido e usado amplamente no Reino Unido em 1969, tornando-
se um dos principais antimicrobianos utilizados para tratamento em infec¢bes do trato urinario.

Mas a partir de 1995, o uso do cotrimoxazol foi restringido, ja que a resisténcia bacteriana a
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sulfonamidas em isolados clinicos de E. coli estava em taxas elevadas (BEAN et al., 2005). Em
todo 0 mundo s&o comuns altas taxas de resisténcia a sulfonamidas em bactérias Gram-negativas
em animais e humanos e, ao contrario do que acontece com outras classes de antimicrobianos,
apenas trés genes que codificam a resisténcia a sulfonamidas foram identificados (sull, sul2 e
sul3) (WU et al., 2010). Em agentes da familia Enterobacteriacea os genes sull e sul2 sdo os
mais frequentes, onde os genes sull fazem parte dos segmentos dos integrons classe 1, principais
integrons detectados nessas bactérias. Alem disso, esses genes podem ser transferidos entre
bactérias através de integrons, transpossons ou plasmideos (HAMMERUM et al., 2006). O uso
do sulfametoxazol associado ao trimetoprim é proibido pela legislacdo brasileira como promotor
de crescimento, aditivo alimentar ou conservante de alimentos devido as altas taxas de resisténcia
identificadas ja& consolidadas que podem estar associadas ao uso indiscriminado deste
antimicrobiano no periodo anterior ao veto (CARDOSO et al., 2015).

Ja as polimixinas sdo um grupo de antimicrobianos ativos contras diversas bactérias
Gram-negativas. Produzidas por cepas de Bacillus polimyxa as quais foram descritas
primeiramente em 1947 por pesquisadores norte-americanos e ingleses, onde 0 nome polimixina
é derivado do microrganismo de origem e constituem um grupo formado por polimixinas A, B,
C, D e E, sendo esta ultima chamada de colistina (MENDES; BURDMANN, 2009). Atuam na
membrana externa e citoplasmatica das bactérias, sdo antimicrobianos anfipéaticos e possuem
acao parecida com a dos detergentes catiénicos. Se ligam a componentes da membrana celular
como fosfolipideos e lipopolisacarideos, deslocando por competicdo ions de Ca e Mg que atuam
como estabilizadores da membrana, provocando a ruptura da mesma, levando a bactéria a morte
(STORM etal., 1977).

A colistina é uma polimixina com estrutura polipeptidica muito usada como promotor de
crescimento em producdes de aves e suinos, com espectro de acdo preferencialmente sobre
bacilos Gram-negativos como E. coli, Enterobacter spp, Klebsiella spp e Pseudomonas
aeruginosa (SPINOSA, 2006). O uso da colistina € uma opcao de tratamento para casos de cepas
multirresistentes, como a Pseudomonas aeruginosa, que podem ser resistentes a antimicrobianos
aminoglicosideos e beta-lactamicos. Altas taxas de resisténcia a colistina mediada por plasmideos
foram detectadas em E. coli de alimentos de origem animal na China, onde o potencial de
disseminacgdo do gene mcr-1 poderia levar a falhas no uso da colistina em ambientes clinicos e

consequentemente, a morbidade e mortalidade (LIU et al., 2015).
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Na América do Sul, de acordo com Fernandes et al. (2016), a resisténcia a colistina foi
investigada em enterobactérias isoladas de humanos, animais, alimentos e ambiente e encontrou-
se cepas de E. coli positivas para o gene mcr-1. Cepas de E. coli mcr-1 positivas foram isoladas
de alimentos de origem animal produzidos no sul do Brasil, nos estados de Santa Catarina e
Parand e estdo associadas a producdo de ESBLs do tipo CTX, agravando o quadro da resisténcia
bacteriana (FERNANDES et al., 2016). Este antimicrobiano j& foi amplamente utilizado como
melhorador de desempenho, entretanto, a recente deteccao dos genes que conferem resisténcia e a
sua importancia critica a saude humana, a utilizacdo do sulfato de colistina como aditivo
zootécnico melhorador de desempenho na formulacdo de ragcdes para aves, bovinos e suinos foi
proibida no Brasil de acordo com a Instrugdo Normativa n° 45, de 22 de novembro de 2016
(BRASIL, 2016).

1.2.3 Resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo agentes que constituem a primeira classe de
produtos naturais utilizados no tratamento de infec¢Ges bacterianas, pois inibem a enzima
transpeptidase, que catalisa a reacdo de transpeptidacdo entre as cadeias de peptideoglicano da
parede da célula bacteriana. Este grupo de antimicrobianos engloba as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems, monobactamicos e alguns inibidores de beta-lactamases e sdo amplamente
utilizados pela sua eficacia terapéutica e baixa toxicidade (BAPTISTA, 2013).

De acordo com Pupo et al. (2006), pela natureza mais complexa da parede celular das
bactérias Gram-negativas, 0s antimicrobianos beta-lactdmicos sdo pouco capazes de atravessar a
barreira lipidica da célula bacteriana. Antes mesmo da penicilina, primeiro antibidtico beta-
lactamico a ser langado comercialmente, houve o surgimento da resisténcia bacteriana através de
enzimas que hidrolisavam o anel beta-lactdmico do antimicrobiano, essencial para a eficicia do
farmaco, onde a primeira beta-lactamase a ser identificada foi em E. coli (ABRAHAM; CHAIN,
1940). Segundo Bradford (2001), a rapida resisténcia a beta-lactamicos principalmente em S.
aureus é devido a uma penicilinase mediada por plasmideos que se espalhou rapidamente em
outras espécies bacterianas.

A producdo de enzimas beta-lactamases que sdo capazes de promover a hidrélise do anel

beta-lactamico é o principal mecanismo de resisténcia de Gram-negativas a esses
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antimicrobianos. A resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo é geralmente mediada pela
producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e plasmideos ou integrons (KONG;
SCHNEPER; MATHEE, 2010). Sdo capazes de inativar quase todos os antimicrobianos beta-
lactamicos com excecdo apenas das cefamicinas e dos carbapenenémicos (imipenem,
meropenem) e podem ser inibidas pelo acido clavulanico, tazobactam e sulbactam (HARADA;
ISHII; YAMAGUCHI, 2008).

Enterobactérias produtoras de ESBLSs sdo de grande importancia a satde publica, uma vez
que estas bactérias possuem susceptibilidade reduzida a estes antimicrobianos que séo
amplamente utilizados em medicina humana e veterinaria (VAN DAMME et al., 2017) e que sdo
frequentemente isoladas de alimentos de origem animal, inclusive da carne suina (VON
SALVIATI et al., 2014). Considerados como importantes portadores de bactérias produtoras de
ESBLs, os animais de producdo podem contribuir para a disseminacdo desses microrganismos
para os seres humanos através de diferentes rotas, como o contato direto com 0s animais ou
também pela contaminacdo ambiental (DOHMEN et al., 2015).

As ESBLs de acordo com a sua homologia de sequéncia de aminoacidos podem ser
classificadas em diferentes grupos (HARADA; ISHII; YAMAGUCHI, 2008). Atualmente, quatro
classes séo conhecidas (A, B, C e D) e séo correlacionadas com suas classificagdes funcionais.
As classes A, C e D agem através do mecanismo baseado em “Serine-Beta-Lactamases”,
enquanto a classe B ou “Metallo-beta-lactamases” necessitam de Zinco (Zn) para sua agdo. A
maioria das ESBLs estdo contidas na classe molecular “A” de Ambler (AMBLER, 1980).

A primeira beta-lactamase mediada por plasmideo encontrada em bactérias gram-
negativas foi a TEM-1, descrita no inicio dos anos 1960, encontrada em uma cepa de E. coli
isolada em uma cutura sanguinea de uma paciente chamada Temoniera (TEM) na Grécia e por
ser mediada por plasmideos e transposons é de facil propagacdo para outras espécies bacterianas
(BRADFORD, 2001). As enzimas dos genes blaTEM, blaSHV e blaCTX-M sdo consideradas as
mais prevalentes na ultima década, mas enzimas blaCTX-M se espalham rapidamente entre as
enterobactérias tornando-se cada vez mais prevalentes em certas areas do planeta (XU et al.,
2011). Alguns genes sdao mutantes de beta-lactamases mediadas por plasmideos estabelecidos,
como o blaTEM e blaSHV e outros sdo mobilizados a partir de bactérias do ambiente como o

blaCTX-M, onde nos Estados Unidos da Ameérica, o gene de resisténcia mais prevalente é o
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blaCTX-M-15 que esta associado a estirpe de E. coli S:25b-ST131 amplamente distribuida no
pais (OVERDEVEST et al., 2011).

Sobre a producdo de ESBLs em enterobactérias no Brasil, ja foram detectados genes do
tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, entre outros, onde podemos visualizar na Figura 02. Enzimas
pertencentes a familia CTX-M séo consideradas as mais prevalentes na América do Sul, assim
como na Espanha e no Leste Europeu (SILVA; LINCOPAN, 2012).

Figura 2. Distribuicdo de ESBLs em Enterobacteriaceae no Brasil.
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Fonte: SILVA, K. C. da; LINCOPAN, N. Epidemiology of extended-spectrum beta-lactamases in
Brazil: clinical impact and implications for agribusiness. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, v. 48, p. 91-99, 2012.

Outro grupo de beta-lactamases que exibe perfil hidrolitico importante € o AmpC, que
possui atividade hidrolitica adicional as cefamicinas. A inibicdo de AmpCs geralmente pode ser
feita por acido bordnico e cloxacilina, mas ndo pelos inibidores comumente utilizados, como o
acido clavulanico e o tazobactam (BAJAJ et al., 2016). No entanto, a aquisicao e a disseminacéo

de genes de AmpC mediados por plasmideos, mesmo em menor grau, representam uma séria
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preocupacdo de salde publica para o futuro préximo. Entre as AmpC beta-lactamases, 0 gene
blaCMY-2 é o mais prevalente em diversas bactérias Gram-negativas e fatores como elementos
conjugativos integrativos, ilhas genémicas, sequéncias de insercdo e vetores como plasmideos
tém sido envolvidos na disseminacéo desses genes (FANG et al., 2015).

Enzimas do tipo blaOXA-1 séo carbapenemases da classe das metalo-beta-lactamases e
possuem diversificado potencial hidrolitico, conferindo resisténcia a antimicrobianos
carbapenems utilizados como importantes alternativas ao tratamento de infec¢bes graves
(POIREL et a., 2016)

Tem sido observado que cepas bacterianas produtoras de ESBLs também possuem
susceptibilidade diferenciada para outros antimicrobianos, como fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim associado ao sulfametoxazol, dentre
outros, sendo um fator importante, pois estes farmacos sdo alternativos no tratamento de

infeccdes causadas por cepas de E. coli produtoras de ESBLs (BAJAJ et al., 2016).

1.2.4 Resisténcia bacteriana as fluoroquinolonas

Os antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas sdo de amplo espectro e abrangem
uma série de bactérias Gram-negativas, sendo também eficazes contra uma variedade de
mricrorganismos Gram-positivos como Streptococcus spp e Staphylococcus spp (WOLFSON;
HOOPER, 1989). As fluoroquinolonas diferem das quinolonas pela adi¢do de um atomo de flGor
na sexta posicdo, o que lhe confere maior agdo antimicrobiana e maior espectro de agéo
(REDGRAVE et al., 2014). E um antimicrobiano sintético e sua acéo esta baseada em inibir duas
enzimas envolvidas na sintese de DNA bacteriano, a DNA girase e a Topoisomerase IV que sdo
responsaveis pela separacdo das fitas dupla hélice e ndo sdo produzidas pelas células animais e
humanas, mas sdo essenciais para a replicacdo do DNA bacteriano, permitindo que esse agente
seja especifico as células bacterianas (BLONDEAU, 2004).

A primeira fluorogquinolona utilizada clinicamente foi o &cido nalidixico, langado para o
tratamento de infeccBes urinarias em 1962. Posteriormente, novos farmacos passaram a ser
desenvolvidos a partir dos agentes anteriores e com poténcia aumentada, maior espectro e menor
resisténcia bacteriana (WOLFSON; HOOPER, 1989).
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Foram descritos trés principais mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas, sendo
eles: alteragcdes nas enzimas alvo, mutacGes cromossomicas que alteram a expresséo ou a funcéo
das porinas reduzindo a permeabilidade as fluoroquinolonas em espécies Gram-negativas
(REDGRAVE et al., 2014) e aquisi¢édo de plasmideos contendo genes de resisténcia em bactérias
que abrigam resisténcia transferivel mediada por plasmideo de resisténcia a quinolona como a
proteina gnr que se liga a Topoisomerase, impedindo fisicamente a liga¢do das fluoroquinolonas
com a enzima alvo, levando a resisténcia a droga (KAO et al., 2016).

Na Gltima década, estes genes tornaram-se cada vez mais frequentes em membros da
familia Enterobacteriaceae, onde cepas de E. coli produtoras de ESBLs também mostraram alta
resisténcia a ciprofloxacina e a enrofloxacina (KAO et al., 2016). J& foram identificadas mais de
100 variantes do gene gnr e estas estdo agrupadas em cinco familias distintas: gnrA, gnrB, gnrC,
gnrD e gnrS (MOUMONI et al., 2017). O primeiro gene mediado por plasmideo foi detectado
em 1998 e denominado gnrA (MARTTNEZ-MARTTNEZ; PASCUAL; JACOBY; 1998). Os
genes do tipo gnr sdo conhecidos por fornecer baixos niveis de resisténcia as quinolonas e
fluoroquinolonas, entretanto, podem facilitar a selecdo de resisténcia de niveis maiores e levar a
falhas no tratamento (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014). Os genes gnrA, qnrB, gnrS
sdo considerados os mais prevalentes em enterobactérias provenientes de suinos, além de Aac
(6")-Ib-cr, QepA e OQxAB que possuem capacidade de extrusdo de quinolonas mas com
prevaléncia ainda reduzida (CHEN et al., 2012).

De acordo com Jacoby; Strahilevitz & Hooper (2014), estudos realizados na ultima
década relatam que a frequéncia de deteccdo de genes gnr estd aumentando em E. coli, mas os
resultados demostram ainda baixa prevaléncia, sendo inferior a 10% em isolados néao
selecionados para producao de ESBLs. Porém, quando as cepas sdo pré-selecionadas para ESBLS
ou outros fenotipos de resisténcia, a prevaléncia de genes gnr pode chegar a 39%, demostrando a

correlacdo entre produgdo de ESBLSs e resisténcia a fluorogquinolonas.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Verificar a disseminagdo ambiental de cepas de E. coli resistentes a antimicrobianos em
propriedades suinicolas do Oeste de Santa Catarina e utiliza-la como biomarcadora para avaliar o
perfil fenotipico da susceptibilidade a antimicrobianos, e genotipico com a possivel presenca de

ESBLs e genes responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas.

1.3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a prevaléncia da bactéria E. coli em amostras de fezes suinas, &gua e solo
oriundas de propriedades suinicolas;

b) Verificar o perfil fenotipico de resisténcia e multirresisténcia das cepas de E. coli
provenientes das amostras coletadas;

c) Comparar o percentual de resisténcia das cepas de E. coli entre os diferentes tipos de
amostras e classes de antimicrobianos;

d) Verificar fenotipificamente a producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS)
nas cepas de E. coli isoladas;

e) Detectar genes que conferem a producdo de ESBLS;

f) Detectar a presenca de genes gnr responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas;

g) Relacionar a coexisténcia entre cepas portadoras de genes ESBLs e gnr.

h) Criar uma bacterioteca de cepas de E. coli de origem suinicola para estudos futuros.
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2. CAPITULO II

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de manuscrito com formatacéo de

acordo com as orientacdes da revista ao qual sera submetido: Science of the Total Environment.
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2.1 MANUSCRITO

Escherichia coli utilizada como biomarcadora de resisténcia antimicrobiana isolada

de fazendas suinas no Sul do Brasil
Maiara Cristiane Brisola, Regiane Boaretto Crecencio, Karen Bés, Dinael Simé&o Bitner, Angélica

Frigo, Luana Rampazzo, Lenita Moura Stefani, Glaucia Amorim Faria

De acordo com normas para publicagdo em:

Science of the Total Environment
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Destaques

e Prevaléncia da bactéria E. coli em amostras de fezes suinas, agua e solo nas propriedades
suinicolas no sul do Brasil.

o Perfil fenotipico de resisténcia e multirresisténcia das cepas de E. coli a cinco classes de
antimicrobianos.

e Producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS).

e Co-existéncia dos genes de ESBLs e gnr em isolados fenotipicamente produtores de
ESBLs.

Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar a presenca de cepas de Escherichia coli resistentes aos
antimicrobianos em propriedades suinicolas e utiliza-la como biomarcadora para avaliar o perfil
fenotipico e genotipico da susceptibilidade aos antimicrobianos, a presenca de Beta-lactamases
de Espectro Estendido (ESBLs) e de genes responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas.
Foram utilizadas para o isolamento de E. coli, 306 amostras (103 amostras de fezes suinas, 105
de &gua e 98 de solo) oriundas dos principais municipios produtores de suinos da regido Oeste de
Santa Catarina. Os isolados foram submetidos aos testes de disco-difusdo, ao teste de disco-
aproximagcao para a observacao da producdo de ESBLs e a pesquisa via PCR dos genes blaCTY-
M2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M2, blaOXA-1, blaPSE-1, responsaveis pela producédo de
ESBLs e dos genes gnrA, gnrB e gnrS que conferem resisténcia a quinolonas e fluoroquinolonas.
O percentual de isolamento de E. coli encontrado para as amostras de fezes, agua e solo foram de
66,02%, 30,48% e 35,71% respectivamente. Os maiores percentuais de resisténcia obtidos foram
para os antimicrobianos sulfametoxazol associado ao trimetoprim (63,70%), colistina (45,19%) e
enrofloxacina (39,26%). Quanto aos niveis de multirresisténcia 37,04% dos isolados eram
resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos. Foram também observados os principais
perfis de multirresisténcia, onde o perfil A (GEM-SUT-ENO-COL) com 16% das amostras
multirresistentes foi 0 mais prevalente. Detectamos valores de indice de Resisténcia Mdltipla aos
Antimicrobianos (IRMA) acima de 0,2 em 78% das amostras multirresistentes. Dos 135 isolados,

foi possivel detectar 10 (7,41%) cepas produtoras de ESBLs destas, 60% apresentaram
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positividade para o gene blaTEM-1, 50% para o gene blaCMY-M2 e 90% para o gene gnrS. Das
cepas resistentes a enrofloxacina ndo produtoras de ESBLSs apresentaram positividade para 0s
genes gnrS e gnrB, 17,39% e 2,17% respectivamente e 0 gene qnrA ndo foi detectado. Os
resultados obtidos neste estudo, utilizando a E. coli como biomarcadora, demonstraram a
presenca de microrganismos de origem fecal nos isolados de origem ambiental (solo e &gua),
além, dos altos indices de resisténcia a diversos antimicrobianos e genes produtores de beta-
lactamases e de resisténcia as fluoroguinolonas em isolados provenientes de fezes e de origem
ambiental.

Palavras-chave: Contaminagé&o fecal, Escherichia coli, ESBLS, quinolonas, resisténcia.

1. Introducdo

O Brasil é um dos maiores produtores de proteina animal do planeta e no ano de 2017
produziu 3,3 milhGes de toneladas de carne suina, onde destas, 600 mil toneladas foram
exportadas para mais de 70 paises (ABPA, 2017). No ano de 2016, o estado de Santa Catarina foi
responsavel por 38% da exportacdo de toda a carne suina brasileira (EPAGRI, 2017). Porém, esta
alta concentracdo da producdo animal pode acarretar problemas como a saturacdo do solo
ocasionada pelos dejetos e também a contaminacdo dos cursos hidricos, sendo preocupacfes
relacionadas ao processo de producdo intensiva de suinos (SILVA et al., 2015).

Quando o material fecal é transferido para aguas superficiais ou para o solo pode ocorrer a
disseminacdo de agentes patogénicos e um microrganismo comumente utilizado como
biomarcador de contaminacdo ambiental é a Escherichia coli. Esta bactéria tem origem fecal por
ser comensal do trato gastrointestinal dos animais e do homem, podendo ser patogénica e
disseminadora de genes de resisténcia aos antimicrobianos (CALDORIN et al., 2013). Ela é
indicada como biomarcadora pela sua abundancia e contato direto com o trato gastrointestinal dos
animais, estando susceptivel a todas as condi¢cbes ambientais deste 6rgdo, como alimentacéo,
aditivos e melhoradores de desempenho, além de serem frequentemente eliminadas juntamente
com as fezes dos animais (ROCHELLE-NEWALL et al., 2015).

Recentemente, bactérias que habitam o meio ambiente de diferentes locais foram
identificadas como importantes reservatéorios de genes de resisténcia que podem ser transferidos

para outros patdgenos através de elementos maoveis, como por exemplo, genes que codificam a
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producdo de ESBLs que conferem resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos (JIANG et al.,
2011). Esses mesmos elementos mdveis conferem resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas,
através de genes que codificam a producdo de proteinas gnr capazes de proteger a bactéria da
acao do farmaco (YEH et al., 2017).

As cefalosporinas e fluoroquinolonas sdo amplamente utilizadas na medicina humana e
animal e sdo classificadas como “antimicrobianos criticamente importantes” pela Organizagao
Mundial da Saude (WHO, 2014).

Desta forma, este trabalho foi realizado com os objetivos de isolar E. coli de amostras de
fezes suinas, dgua e solo coletadas em propriedades rurais com producdo de suinos localizadas
em municipios do Oeste de Santa Catarina e utiliza-l& como biomarcadora do perfil fenotipico da
susceptibilidade antimicrobiana, e genotipico através da detectacdo de genes relacionados as

ESBLs e de genes gnr responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas.

2. Materiais e métodos

2.1 Amostragem e isolamento de E. coli

Foram coletadas 306 amostras no periodo de marco de 2016 a maio de 2017, sendo elas:
103 amostras de fezes suinas, 105 amostras de agua e 98 amostras de solo. As coletas foram
realizadas em propriedades rurais com producdo de suinos em vinte cidades da regido oeste de
Santa Catarina, principlamente nos municipios de Seara e Xavantina, maiores produtores de
suinos per capita do estado (EPAGRI, 2017). A identificacdo e origem das amostras estdo
descritas nas Tabelas 03, 04 e 05. As amostras foram acondicionadas em frascos esterilizados e
transportadas em caixas de isopor com gelo para evitar acréscimo de temperatura. As analises
foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular, Imunologia e Microbiologia (LABMIM)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), no Centro de Educacdo Superior do
Oeste (CEO), em Chapeco - SC.

O isolamento de E. coli foi realizado de acordo com a técnica de Quinn et al. (2005) com
algumas adaptacgdes para a rotina do LABMIM, onde as amostras foram incubadas em Caldo
Lactosado na propor¢do 1:10 (1 parte de amostra para nove partes de caldo lactosado) e
incubadas por 24 horas na temperatura de 36x1°C. Em seguida, foram semeadas em placas de
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petri contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e Agar MacConkey e incubadas a 36+1°C
por 24 horas. As coldnias com caracteristicas verde metéalico no Agar EMB e rosa pink no Agar
MacConkey foram submetidas a testes bioquimicos (Ureia Agar Base, Agar TSI, Agar SIM
Medium, e Agar Simmons Citrate) e posteriormente incubados a 36+1°C por 24 horas. Apés a
confirmagédo bioquimica da col6nia como sendo de E. coli, a mesma foi incubada em microtubos
contendo Tryptone Soya Agar inclinado a 36+1°C por 24 horas, seguido de armazenamento a -

20°C com glicerina esterilizada.

2.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi utilizada a metodologia aprovada
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) que consta na IN M-2 A-8 de Padronizacdo dos Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos por Disco-difusdo. Foram testadas cinco classes de
antimicrobianos (ATBs) com distintos mecanismos de acdo, sendo elas: da classe dos beta-
lactamicos (amoxicilina associada ao &cido clavulanico 30 pg - AMC) e cefalosporina de terceira
geracdo (ceftiofur 30 pg - CTF), fluoroquinolonas (enrofloxacina 5 ug - ENO), aminoglicosideos
(gentamicina 10 pg - GEM), sulfonamidas (trimetoprim associado ao sulfametoxazol 25 pg -
SUT) e polimixinas (colistina 10 pug - COL), todos obtidos da empresa DME® (Diagndsticos
Microbiologicos Especializados). Ap6s 24 horas de incubacdo as placas foram submetidas a
leitura do teste quanto a presenca de um halo de inibicdo de crescimento bacteriano com o auxilio
de uma régua e classificados de acordo com as tabelas descritas pelo CLSI (2018), classificando
os isolados de E. coli em sensiveis ou resistentes, sendo que as amostras que apresentaram perfil
intermediario foram consideradas sensiveis (ANVISA, 2003). Foi utilizada uma amostra
de Escherichia coli ATCC® 25922 como controle.

2.3 Resisténcia a maltiplas drogas (MDR) e Indice de resisténcia maltipla a antimicrobianos
(IRMA)

Foram também observados os perfis de multirresisténcia mais prevalentes (Resisténcia

Multipla as Drogas - MDR) a partir dos dados do disco-difusdo para determinar o nimero de
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isolados de E. coli que foram considerados multirresistentes (resisténcia concomitante a trés ou
mais classes de antimicrobianos) (FRYE; CRAY, 2007). O indice de Resisténcia Mdltipla
Antimicrobiana (IRMA) foi calculado de acordo com a metodologia descrita por Krumperman
(1983) e revela a relacdo entre o nimero de antimicrobianos resistentes e o numero total de
classes testadas. O IRMA ¢ utilizado especialmente para identificar o risco de transmissdo ao ser
humano de exemplares com potencial de resisténcia a diversos antimicrobianos, onde cepas com

valores de IRMA acima de 0,2 sdo consideradas de alto risco.

2.4 Teste de disco-aproximacéo para deteccdo de ESBLs

Para deteccdo da producdo de ESBLs foi utilizada a técnica do disco-aproximacéo
descrita por Jarlier et al. (1988). Com uma alca de platina devidamente flambada e resfriada, uma
colonia da bactéria E. coli foi inoculada em um tubo contendo 3 mL de caldo lactosado e
incubada a 37°C + 1 durante 8 horas ou até atingir o nivel de turbidez 0,5 na escala McFarland.
Utilizando-se um suabe estéril umedecido na suspensdo bacteriana, a amostra foi inoculada de
forma suave em todas as direcdes da placa contendo dgar Muller-Hinton, e com auxilio de uma
pinga flambada e resfriada, os discos contendo cada antimicrobiano foram colocados entre uma
distancia de 25 mm entre si. Os discos utilizados para este teste foram: amoxicilina com
associacao ao acido clavulanico (AMC) (30 pg) no centro da placa para visualizacdo da sinergia
do inibidor de beta-lactamases, o acido clavulanico, com os outros antimicrobianos: azetreonam
(ATM) (30 pg); ceftazidima (CAZ) (30 pg); ceftriaxone (CRO) (30 ug) e cefepime (CPM) (30
ug), seguido de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C + 1 por 18 a 24 horas. Foi utilizada
uma amostra de E. coli ATCC® 25922 como referéncia.

Apbs incubacdo, as placas foram submetidas a leitura do teste, sendo que nas cepas
consideradas positivas para ESBLs foi verificada a presencga da “zona fantasma”, representada

pelo alargamento da zona de inibig&o entre os discos utilizados.
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1 2.5 Extracdo do DNA e amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
2 pesquisa de genes relacionados a producéo de ESBLS e a resisténcia as fluoroguinolonas
3
4 Para deteccdo dos genes de resisténcia relacionados aos antimicrobianos beta-lactamicos
5 foi extraido o DNA das cepas de E. coli positivas para producdo de ESBLs no teste de disco-
6 aproximacdo, utilizando o kit PureLink® Genomic DNA For Purification of Genomic DNA
7  (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad) e os genes que codificam a producdo de ESBLs:
8 blaCMY-M2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M2, blaOXA-1, blaPSE-1 e AmpC foram
9  pesquisados por PCR convencional (T100™ Thermal Cycler® BioRad). As reagdes foram
10 realizadas conforme indicado pelo Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen, Life Technologies,
11  Carlsbad, EUA). Os primers utilizados e as condi¢des para amplificacdo dos genes relacionados a
12 producdo de ESBLs blaCTY-M2, blaSHV-1, blaTEM-1, blaCTX-M2, blaOXA-1, blaPSE-1
13  foram obtidos de acordo com Chen et al. (2004) e as condi¢bes para amplificacdo do gene
14 AmpC foram executadas de acordo com Alcaine et al. (2010) (Tabela 01).
15
16 Tabela 01. Genes de resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos pesquisados,
17  primers, condigcOes para amplificacdo e pares de bases (Pb).

Gene Sequéncia de Nucleotideos Condicbes PCR Ciclos Pb
BACMY-2 ) 62 GTT TTATGC ACG CAT GA
v (e CeccTAGEe MoATACA z
BT Coq O COT GTA GAT A
ey SCSETISCOTONT SN B IOTREC XA 5
oxas (T SSC A AGATIO AT =
wrsea (0 TOCTIOSOAACT AT ACTAC =

AmpC (F) AAC ACA CTG ATT GCG TCT GAC  95°C - 9,5 min; 95°C — 45 5, 59°C - 45 5; 40 1226

(R) CTG GGC CTC ATC GTC AGT TA 72°C - 1 min; 72°C - 7 min; 4°C -
18
19 Também foram pesquisados nos isolados resistentes ao antimicrobiano enrofloxacina e
20  nas cepas de E. coli produtoras de ESBLs os genes gnrA, gqnrB e gnrS, genes relacionados a
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resisténcia das cepas aos antimicrobianos quinolonas e fluorquinolonas, pois a presenga desses
genes em plasmideos que conferem resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos é comum e
possuem a capacidade de se disseminar rapidamente (MOUMONI et al., 2017). Os primers
utilizados para pesquisa dos genes gnrA, gqnrB e gnrS foram obtidos do estudo de Yue et al
(2008), assim como as condicGes para amplificacdo via PCR e estdo descritos na Tabela 2.

Como controle positivo da reagdo de PCR foi utilizado uma amostra de Salmonella
Heidelberg para amplificacdo do gene invA ja detectado previamente, onde as condi¢des de
amplificacdo utilizadas foram obtidas conforme descrito por Singh; Mustapha (2013) sendo:
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo por 95°C por 15 segundos, anelamento e
extensdo 60°C por 45 segundos. O controle negativo das reaces de amplificacdo constituiu-se

em uma amostra contendo os reagentes da reacdo, porém sem adicdo de DNA extraido.

Tabela 02. Genes pesquisados que conferem resisténcia as quinolonas e
fluoroquinolonas, primers, condi¢des para amplificacdo e pares de bases (Pb).

Gene Sequéncia de Nucleotideos Condicbes PCR Ciclos Pb

gnrA F-TCAGCAAGAGGATTTCTCA 94°C — 5 min; 94°C - 45s; 48°C - 45s; 32 627
R - GGCAGCACTATTACTCCCA 72°C — 1 min; 72°C — 5 min; 4°C - «©

gnrB F - GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469
R - ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 94°C — 5 min; 94°C - 45s; 53°C - 45s; 32
gnrS F - ACGACATTCGTCAACTGCAA 72°C — 1 min; 72°C — 5 min; 4°C - «© 417

R—-TAAATTGGCACCCTGTAGGC

2.6 Eletroforese

Para visualizar os produtos da amplificacdo por PCR foi utilizado a técnica da eletroforese
em gel de agarose (1%), corado com brometo de etideo da marca Ludwig® com marcador
molecular de 100 pb a 2 kpb da marca ProteoLadder® a 110 V, 150 mA, 110 W por 60 minutos
em fonte Loccus LPS 300 HC. Em seguida foi realizada a leitura do gel em fotodocumentador

com luz UV, marca Loccus, com sistema de fotodocumentagdo L-PIXEX.
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3. Resultados
3.1 Isolamento de E. coli e Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Das 306 amostras estudadas, 44,12% (135/306) foram positivas para E. coli. Nas Tabelas
03, 04 e 05 pode-se observar detalhadamente a origem das amostras e 0s percentuais de
isolamento, onde dos 135 isolados de E. coli, 66,02% (68/103) eram provenientes de fezes suinas,
30,48% (32/105) de agua e 35,71% (35/98) de solo, bem como os resultados de resisténcia e
multirresisténcia dos isolados provenientes de cada categoria de amostras podem ser visualizados
nas Tabelas 03, 04 e 05.

A resisténcia bacteriana geral encontrada através do teste de disco difusdo foi de 82,96%
(112/135), ou seja, as amostras eram positivas a pelo menos um dos antimicrobianos analisados.
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1 Tabela 03. Locais de coleta das amostras de fezes suinas, nUmero de amostras analisadas, nimero de amostras positivas para E.

2  coli e percentuais de resisténcia e multirresisténcia dos isolados.

o Origem N© N© Classg _ 'Cla.ssel Classg Cla§se C_ZIags_e
Municipios  amostras . Beta-Lactamicos Aminoglicosideos Sulfonamidas Fluoroquinolonas Polimixinas MDR*
Amostras  Positivas
AMC CTF GEM SUT ENO COL
Seara
Creche 8 (7,77%) 6 (5,83%) 1 (1,47%) 0 1(1,47%) 4 (5,88%) 4 (5,88%) 4 (5,88%) 2 (2,94%)
Terminacdo 9 (8,74%) 8(7,77%) 1(1,47%) 2 (2,94%) 2 (2,94%) 8 (11,76%) 5 (7,35%) 3 (4,41%) 4 (5,88%)
Gestacédo 15 (14,56%) 11 (10,69%) 1(1,47%) 5 (7,35%) 5 (7,35%) 8 (11,76%) 4 (5,88%) 6 (8,82%) 5 (7,35%)
Maternidade 19 (18,45%) 16 (15,54%) 4(5,88%) 5 (7,35%) 6 (8,82%) 11 (16,19%) 9 (13,24%) 7 (10,29%) 10 (14,71%)
Total 51 (49,52%) 41 (39,83%) 7(10,29%) 12 (17,65%) 14 (20,59%0) 31 (45,59%) 22 (32,35%) 20 (29,41%) 21 (30,88%)
Xavantina
Creche 4 (3,88%) 3 (2,91%) 0 2 (2,94%) 1(1,47%) 3 (4,41%) 3 (4,41%) 3 (4,41%) 3 (4,41%)
Terminacdo 12 (11,65%) 4 (3,87%) 0 0 0 2 (2,94%) 1 (1,47%) 1 (1,47%) 0
Gestacédo 9 (8,74%) 5 (4,86%) 0 0 1(1,47%) 3 (4,41%) 3 (4,41%) 0 0
Maternidade 12 (11,65%) 8 (7,77%) 0 1 (1,47%) 2 (2,94%) 6 (8,82%) 3 (4,41%) 2 (2,94%) 2 (2,94%)
Total 37 (35,92%) 20 (19,43%) 0 3 (4,41%) 4 (5,88%) 14 (20,58%0) 10 (14,70%) 6 (8,82%) 5 (7,35%)
Outros
Creche 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terminagdo 12 (11,65%) 4(3,87%) 1 (1,47%) 0 3 (4,41%) 4 (5,88%) 3 (4,41%) 1 (1,47%) 3 (4,41%)
Gestacédo 2 (1,94%) 2 (1,94%) 0 2 (2,94%) 1(1,47%) 2 (2,94%) 2 (2,94%) 1(1,47%) 2 (2,94%)
Maternidade 1 (0,97%) 1 (0,97%) 0 0 0 0 0 1 (1,47%) 0
Total 15 (14,56%) 7(6,80%) 1(1,47%) 2(2,94%) 4 (5,88%) 6 (8,82%) 5 (7,35%) 3(441%) 5(7,35%)
Total Geral 103 (1009%) 68 (66,02%) 8 (11,76%) 17 (25%) 22 (32,35%) 51 (75%) 37 (54,41%) 29 (42,65%) 31 (45,59%)

3 Beta-lactamicos (amoxicilina associada ao &cido clavulanico - AMC) e cefalosporina de terceira geracdo (ceftiofur - CTF); Fluoroquinolonas (enrofloxacina -
4 ENO); Aminoglicosideos (gentamicina - GEM); Sulfonamidas (trimetoprim associado ao sulfametoxazol - SUT) e polimixinas (colistina - COL). Resisténcia a
5 multiplas drogas (MDR).

©O© 00N



39

1 Tabela 04. Locais de coleta das amostras de agua, numero de amostras analisadas, nimero de amostras positivas para E. coli e

2  percentuais de resisténcia e multirresisténcia dos isolados.

. Classe Classe Classe Classe Classe
Municipios Origem N® N® Beta-Lactamicos ~ Aminoglicosideos Sulfonamidas Fluoroquinolonas Polimixinas  MDR*
Amostras Amostras Positivas
AMC CTF GEM SUT ENO COL
Seara Poco 3 (2,86%) 1 (0,95%) 0 0 1 (3,13%) 0 0 0 0
Acude 1 (0,95%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Torneira Bebedouro 1 (0,95%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Fonte 11 (10,48%) 5 (4,76%) 0 0 2 (6,25%) 1 (3,13%) 2 (6,25%) 3(9,38%) 2 (6,25%)
Rio 2 (1,90%) 2 (1,90%) 0 0 0 1 (3,13%) 1 (3,13%) 0 0
Poco Artesiano 13 (12,38%) 3 (2,86%) 0 1(3,13%) 1(3,13%) 1 (3,13%) 1 (3,13%) 2 (6,25%) 1(3,13%)
Fonte Caxamb 2 (1,90%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cisterna 2 (1,90%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 35 (33,33%) 11 (10,48%) 0 1(3,13%) 4 (12,50%) 3 (9,38%) 4 (12,50%) 5 (15,63%) 3 (9,38%)
Xavantina Poco 1 (0,95%) 1 (0,95%) 0 1 (3,13%) 1 (3,13%) 0 1(3,13%) 1(3,13%) 1 (3,13%)
Acude 2 (1,90%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Torneira Bebedouro 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fonte 10 (9,52%) 4 (3,81%) 0 0 1 (3,13%) 3 (9,38%) 0 1(3,13%) 1 (3,13%)
Rio 1 (0,95%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Poco Artesiano 6 (5,71%) 3 (2,86%) 0 1 (3,13%) 1 (3,13%) 1 (3,13%) 1(3,13%) 0 0
Fonte CaxambU 1 (0,95%) 1(0,95%) 1(3,13%) 0 0 1 (3,13%) 0 0 0
Cisterna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 21(20,00%) 9(8,57%) 1 (3,13%) 2 (6,25%) 3 (9,38%) 5 (15,63%) 2 (6,25%0) 2 (6,25%) 2 (6,25%)
QOutros Poco 10 (9,52%) 1 (0,95%) 0 0 0 0 0 0 0
Acude 5 (4,76%) 2 (1,90%) 0 0 0 1 (3,13%) 0 0 0
Torneira Bebedouro 5 (4,76%) 2(1,90%) 1(3,13%) 0 0 1 (3,13%) 0 1 (3,13%) 1 (3,13%)
Fonte 22 (20,95%) 5(4,76%) 1(3,13%) 1 (3,13%) 0 2 (6,25%) 0 1 (3,13%) 1 (3,13%)
Rio 6 (5,71%) 1 (0,95%) 0 0 0 1 (3,13%) 0 1 (3,13%) 0
Poco Artesiano 2 (1,90%) 1 (0,95%) 0 0 0 0 0 0 0
Fonte Caxambu 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cisterna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 49 (46,67%) 12 (11,41%) 2 (6,25%) 1 (3,13%) 0 5 (15,63%) 0 3(9,38%) 2 (6,25%)
Total Geral 105 (100%) 32 (30,46%0) 3(9,38%) 4 (12,50%) 7 (21,88%) 13 (40,63%0) 6 (18,75%) 10 (31,25%) 7 (21,88%0)
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1 Tabela 05. Locais de coleta das amostras de solo, numero de amostras analisadas, nimero de amostras positivas para E. coli e

2  percentuais de resisténcia e multirresisténcia dos isolados.

. . . Classe Classe Classe Classe Classe
Municipios Origem N N° Beta-Lactamicos ~ Aminoglicosideos ~ Sulfonamidas  Fluoroquinolonas Polimixinas MDR*
amostras Amostras  Positivas
AMC CTF GEM SUT ENO COL
Seara Pastagem 7 (7,14%) 3(3,06%) 1 (2,86%) 0 0 3(8,57%) 1(2,86%) 3(857%) 3 (8,57%)
Horta 1 (1,02%) 0 0 0 0 0 0 0 0
11
Lavoura  (11,22%) 4 (4,08%) 1(2,86%) 1 (2,86%) 4 (11,43%) 3 (8,57%) 3 (8,57%) 4(11,43%) 3(8,57%)
Barranco 10 (10,20) 5 (5,10%) 2 (5,71%) 1 (2,86%) 1(2,86%) 3 (8,57%) 1(2,86%) 3(857%) 2 (571%)
Proximo s, 5 405 0 0 0 0 0 0 0 0
Instalagdes
31 12 4 2 5 9 5 10 8
Total (31,63%) (12,24%) (11,43%)  (5,71%) (14,29%) (25,71%) (14,29%) (28,57%)  (22,85%)
Xavantina Pastagem 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Horta 1(1,02%) 1 (1,02%) 0 0 1(2,86%) 1(2,86%) 0 0 0
15
Lavoura  (15,31%) 7 (7,14%) 0 0 0 4 (11,43%) 2 (5,71%) 2(5,71%) 1 (2,86%)
Barranco 2 (1,02%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Proximo as 0 0 0 0 0 0 0 0 0
InstalacBes
18 8 1 5 2 2 1
Total (18,37%)  (8,16%) 0 0 (2,86%) (14,29%) (5,71%) (5,71%)  (2,86%)
QOutros Pastagem 8(8,16%) 4 (4,08%) 1 (2,86%) 0 1 (2,86%) 2 (5,71%) 0 0 0
Horta 3 (3,06%) 0 0 0 0 0 0 0 0
15
Lavoura  (15,31%) 3 (3,06%) 0 1(2,86%) 0 2 (5,71%) 0 2(5,71%) 1 (2,86%)
17
Barranco  (17,35%) 4 (4,08%) 1(2,86%) 2 (5,71%) 2 (5,71%) 2 (5,71%) 1(2,86%) 4 (11,43%) 2 (5,71%)
f’;gt’;'lg‘;zss 6(6,12%) 4 (4,08%) 1(2,86%) 1(2,86%) 1(2,86%) 2 (5,71%) 2(5,71%) 3(857%) 1(2,86%)
49 15 3 4 3 9 4
Total (50,00%) (1531%) (8,57%) (11,43%) 4 (11,43%) 8 (22,86%) (8,57%) (25,71%)  (11.43%)
Total 98 35 7 6 10 22 10 21 12
Geral (100%)  (3571%) (20%)  (17,14%) (28,57%) (62,86%) (28,57%) (60%)  (34,29%)
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Os maiores percentuais de resisténcia obtidos tanto em geral, quanto para os isolados
provenientes de fezes foram para os antimicrobianos sulfametoxazol associado ao trimetoprim
(63,70% e 75%, respectivamente), colistina (45,19% e 42,65%, respectivamente) e enrofloxacina
(39,26% e 54,41%, respectivamente) (Figura 01). Para os isolados provenientes de agua, 0s
maiores indices de resisténcia continuam sendo para 0s antimicrobianos sulfametoxazol
associado ao trimetoprim (40,63%) e colistina (31,25%), mas nota-se um acréscimo para a classe
dos beta-lactamicos (AMC+CTF) e gentamicina ambas com 21,88% de resisténcia.

Para os isolados oriundos de solo os maiores percentuais de resisténcia permanecem
sendo do sulfametoxazol associado ao trimetoprim e colistina, com 62,86% e 60%
respectivamente, seguido pelos beta-lactdmicos (AMC+CTF) com 37,14% e gentamicina e
enrofloxacina com 28,57% cada.

Quanto aos niveis de multirresisténcia (MDR) foi possivel observar que 37,04% (50/135)
dos isolados possuiam resisténcia a pelo menos trés classes de antimicrobianos diferentes, onde
as cepas provenientes de fezes representam 62% (31/50) do total de amostras multirresistentes
(Tabela 06).
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B Fezes Suinas
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AMC CTF GEM SUT

Figura 01. Resisténcia antimicrobiana aos seis antibidticos testados de isolados de E. coli de

Solo

ENO coL

diferentes fontes (fezes suinas, agua e solo). Amoxicilina associada ao acido clavulanico (AMC),
Ceftiofur (CTF), Enrofloxacina (ENO), Gentamicina (GEM), Trimetoprim associado ao
sulfametoxazol (SUT) e Colistina (COL).
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3.2 Perfis de resisténcia a multiplas drogas (MDR) e Indice de resisténcia multipla a
antimicrobianos (IRMA)

A Tabela 6 mostra os perfis de multirresisténcia mais prevalentes (Resisténcia Multipla as
Drogas - MDR) e o indice de Resisténcia Mdltipla aos Antimicrobianos (IRMA) obtidos através
do teste de disco-difusdo das cepas de E. coli. Os principais perfis de multirresisténcia
observados foram o perfil A [GEM-SUT-ENO-COL] com 16% (8/50) das amostras
multirresistentes, seguido pelos perfis B [CTF-GEM-SUT-ENO-COL] e C [SUT-ENO-COL]
com 12% (6/50) cada.

Quanto aos resultados de IRMA, 78% (39/50) das amostras multirresistentes obtiveram
valores acima de 0,2 indicando alto potencial de risco de transmissdo aos seres humanos.
Individualmente, os perfis B (seis isolados) e | (dois isolados) possuem valores de IRMA igual a
1, ou seja, os isolados sdo resistentes a todas as classes de antimicrobianos testadas.

Tabela 06. Principais perfis de Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR) e indice de
Resisténcia Mdltipla aos Antimicrobianos (IRMA) de isolados E. coli provenientes de fezes

suinas, agua e solo.

Identificacao

do Perfil Perfil de MDR Fonte Isolados IRMA  Total %
A GEM-SUT-ENO-COL Fezes (4), Solo (3), Agua (1) 0,80 8/50 16

B CTF-GEM-SUT-ENO-COL  Fezes (3), Solo (2), Agua (1) 1 6/50 12

C SUT-ENO-COL Fezes (4), Solo (2) 0,60 6/50 12

D CTF-GEM-SUT-COL Fezes (3), Solo (1) 0,80 4/50 8

E AMC-SUT-COL Fezes (1), Solo (2), Agua (1) 0,60 4/50 8

F CTF-SUT-ENO Fezes (4) 0,60 4/50 8

G GEM-SUT-COL Fezes (1), Solo (1), Agua (1) 0,60 3/50 6

H GEM-SUT-ENO Fezes (2) 0,60 2/50 4

I é(l\)/IE-CTF-GEM-SUT-ENO- Fezes (1), Solo (1) 1 2/50 4
élggngNT Outros Perfis* Fezes (8), Solo (1), Agua (2) 0,17 1/50 2

*Perfis de MDR que correspondem a apenas 1 (um) isolado. % - percentual de amostras; Beta-lactamicos
(amoxicilina associada ao acido clavulanico - AMC) e cefalosporina de terceira geracdo (ceftiofur - CTF);
Fluoroquinolonas (enrofloxacina - ENO); Aminoglicosideos (gentamicina - GEM); Sulfonamidas (trimetoprim

associado ao sulfametoxazol - SUT) e polimixinas (colistina - COL).
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3.3 Teste de disco-aproximacéo para deteccéo de ESBLS

Dos 135 isolados submetidos ao teste de disco-aproximacéo foi possivel visualizar a zona
irregular de inibi¢do, também chamada zona fantasma (Figura 02) para a deteccdo da presenca de
bactérias produtoras de beta-lactamases, em 7,41% (10/135).

Figura 02. Indicacdo da formacdo da zona-fantasma em placa contendo &gar Muller-
Hinton devido a sinergia do disco de amoxicilina associada ao acido clavulanico (AMC) no
centro, com 0s demais, azetreonam (ATM), ceftazidima (CAZ), ceftriaxone (CRO) e cefepime
(CPM).

3.4Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para pesquisa de genes relacionados a

producdo de ESBLs e de resisténcia as fluoroquinolonas

Dos sete genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos pesquisados
nos isolados positivos para producdo de ESBLs, foi detectada positividade para 0s genes
blaTEM-1 em 60% (6/10) dos isolados, seguido dos genes blaCMY-M2 com 50% (5/10) e AmpC
com 20% (2/10) (Tabela 07). J& os genes blaSHV-1, blaCTX-M2, blaOXA-1 e blaPSE-1 nédo
foram detectados. Para os genes que conferem resisténcia as fluoroquinolonas gnrA, gnrB e
gnrS, os resultados da PCR demostraram uma prevaléncia de 90% (9/10) para o gene gnrS
(Figura 03). Os genes gnrA e gnrB ndo foram detectados nas cepas de E. coli produtoras de
ESBLs.
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Tabela 07. Resultados de IRMA e da PCR dos os genes blaTEM-1, blaCMY-M2, AmpC

2 e gnrS pesquisados nos isolados positivos para produgcdo de ESBLs no teste de disco-

3 aproximacao.

Local de . bla bla Amp qgnr
Isolado  Fonte Coleta Municipio IRMA TEM-1 CMY-M2 C S
142 Fezes Maternidade Seara 0,6 X X X X
148 Fezes  Terminacéo Seara 0,2 X X
152 Fezes Maternidade Seara 0,8 X
162 Fezes Gestacédo Seara 0,4 X X
165 Fezes Creche Seara 1 X
168 Fezes Gestacéo Seara 0,8 X X X
184 Fezes Gestacéo Seara 0,4 X X X
192 Fezes Maternidade Seara 1 X X
196  Solo  LroXimoas g 1 X X
instalacdes
199 Solo  CroXIMOas - oonisrdia 02 X X
instalacoes
4
142 148 152 162 165 168 184 192 196 199
700 pb
500 pb
417 pb
300 pb
5
6 Figura 03. Amplificacdo do gene gnrS (417 pb) em gel de agarose a 1%. M: Marcador
7 molecular com peso de 100 pb; C+ controle positivo com Salmonella Heidelberg para o gene
8 invA (284 pb); Nas amostras de numero 142, 148, 152, 162, 165, 168, 184, 196 e 199 podemos
9  visualizar a amplificacdo do gene gnrS.

10
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Na Tabela 08 observam-se os resultados da PCR para as cepas resistentes a enrofloxacina
sendo 46 isolados (pois das 53 resistentes a enrofloxacina, sete eram produtoras de ESBLs, que ja
foram analisadas anteriormente), 17,39% das cepas apresentaram a presenca do gene gnrS (8/46),

uma para o gene gnrB 2,17% (1/46) e nenhuma para 0 gene gnrA.

Tabela 08. Resultados de IRMA e para os genes gnrB e gnrS nos isolados de E. coli

resistentes a enrofloxacina.

Isolado Fonte Local de Coleta Municipio IRMA gnrB gnrS

144 Agua Poco Artesiano Seara 1 X

177 Fezes Maternidade Seara 0,8 X
179 Fezes Maternidade Seara 1 X
189 Fezes Maternidade Seara 0,6 X
195 Agua Rio Seara 0,4 X
217 Solo Lavoura Seara 0,8 X
232 Fezes Creche Xavantina 1 X
273 Fezes Maternidade Xavantina 0,4 X
277 Fezes Terminacao Xavantina 0,4 X

4. Discussao

A distribuicdo ambiental de E. coli resistente aos antimicrobianos pode agravar 0S
problemas com a disseminacdo de genes de resisténcia, pois € uma das principais bactérias onde
elementos genéticos moveis como plasmideos estdo sendo detectados (SILVA et al., 2015). Em
nosso estudo, aproximadamente um terco das amostras de dgua analisadas estavam contaminadas
por material de origem fecal, resultado que corrobora com o obtido por Egervarn et al. (2017),
que ao pesquisar E. coli em aguas superficiais da Suécia detectaram 27,55% de positividade.
Malheiros et al. (2009) avaliaram a contaminacdo bacterioldgica de aguas subterrneas da regido
oeste de Santa Catarina e das 212 amostras analisadas 75,94% estavam impréprias para o
consumo humano, demostrando alta carga microbioldgica nos mananciais hidricos desta regiéo.
Diversos sdo os fatores que podem contribuir para a contaminacdo das dguas nas propriedades
rurais, como o manejo ineficiente dos dejetos humanos e animais, provocando a contaminagao

dos recursos hidricos, além da falta de higienizagdo ou de protegdo contra roedores e animais
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silvestres das caixas d’agua e fontes, podendo aumentar a prevaléncia desta bactéria nas fontes de
agua (SATAKE et al., 2012).

Nas amostras de fezes suinas analisadas, 66,02% apresentaram positividade para a bactéria
E. coli, o0 que pode ser explicado por ela fazer parte da microbiota intestinal autéctone dos suinos,
responsavel por contribuir para a manutencdo do equilibrio intestinal dos animais, com exe¢éo de
algumas cepas patogénicas que sao classificadas de acordo com seus tracos de viruléncia e que
podem causar doencas em seres humanos e animais (ROMER; WIELER; SCHIERACK, 2012).
Mas os microrganismos provenientes dos dejetos dos animais e também de humanos, podem
contaminar o solo através da irrigacdo, dgua da chuva em areas contendo fezes de animais,
aplicacdo de dejeto em lavouras e também esgoto ndo tratado (BRADFORD et al., 2013). Das 98
amostras de solo analisadas, 35,71% foram positivas para E. coli, e estudos demonstram a
habilidade dessa bactéria em sobreviver e se replicar por longos periodos de tempo no meio
ambiente, e com a adicdo de dejetos no solo com finalidade de adubacdo, pode haver um
acréscimo da concentracdo da E. coli capaz de aumentar o risco de propagacdo da resisténcia
bacteriana a antibidticos nesse ambiente (BRADFORD et al., 2013).

Outro dado importante que devemos salientar € o percentual de multirrésistencia
encontrado, ja que um terco (37,04%) dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos trés
classes de antimicrobianos e 78% (39/50) das amostras multirresistentes obtiveram valores acima
de 0,2, o que representa altos riscos de transmissdo para seres humanos de exemplares com
potencial de resisténcia a diversos antimicrobianos (KRUMPERMAN, 1983).

Dos isolados de E. coli, 75% apresentaram resisténcia para sulfametoxazol associado aos
trimetoprim. A resisténcia a estes antimicrobianos tem sido amplamente relatada em casos de
diarreia em leitfes causada por E. coli (SOBESTIANSKY E BARCELLOS, 2001) e também em
cepas de E. coli comensais isoladas de suinos e do ambiente (COSTA et al., 2006). O segundo
antimicrobiano que apresentou maior percentual geral de resisténcia neste estudo foi a colistina
(45,19%). Este antimicrobiano ja foi amplamente utilizado como melhorador de desempenho,
mas pela recente deteccdo de genes mcr-1 que confere resisténcia plasmidial as bactérias
possibilitando maior facilidade na disseminacdo e a sua importancia critica a saide humana, a
utilizacdo deste antibidtico para esta finalidade foi proibida no Brasil de acordo com a Instrugdo
Normativa n° 45, de 22 de novembro de 2016 (BRASIL, 2016).
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Foram verificadas elevadas taxas de resisténcia a antimicrobianos de uso mais recente e
de amplo espectro, como a enrofloxacina da classe das fluoroquinolonas com 39,26% dos
isolados resistentes. Hu et al. (2017), isolaram E. coli em 171 (72,2%) de 237 amostras de fezes
de suinos na Coréia do Sul e detectaram resisténcia a fluoroquinolonas em 34,5% dos isolados. A
resisténcia as fluoroquinolonas também foi detectada em isolados de &guas residuais na Pol6nia,
onde 12,4% dos isolados foram resistentes a esta classe de antimicrobianos (OSINSKA et al.,
2017). Com a aplicacdo de dejetos ndo tratados previamente no solo, ndo se introduz apenas
nutrientes e matéria organica, mas também agentes antimicrobianos, incluindo as
fluoroquinolonas, onde altas concentragcfes de enrofloxacina, ciprofloxacina e norfloxacina foram
encontradas em ambientes adubados com dejetos animais (XIONG et al.,, 2015). Nas
enterobactérias, um dos principais mecanismos de resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas é
mediado por plasmideos que carreiam genes responsaveis pela sintese de proteinas qnr que por
sua vez bloqueiam as topoisomerases (HU et al., 2017). A resisténcia as fluoroquinolonas através
de plasmideos transferiveis € considerada baixa, mas facilita o surgimento de resisténcia de alto
nivel quando o antimicrobiano é utilizado em condicgdes terapéuticas (MOUMONI et al., 2017).
Estes mesmos plasmideos podem conter outros genes de resisténcia, tais como 0s que conferem
resisténcia aos beta-lactdmicos e cefalosporinas, através da producdo de ESBLs (JACOBY;
STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014).

Os antimicrobianos beta-lactamicos sdo os principais suportes de tratamento em casos de
infeccdes extraintestinais ocasionadas por E. coli patogénicas (BAJAJ et al., 2016). Mais de 400
ESBLs ja foram descritas até 0 momento e normalmente sdo derivadas de mutacdes pontuais dos
grupos TEM, SHV e CTX-M, com 183, 134 e 103 variantes, respectivamente (BARGUIGUA et
al., 2011). Abraham et al. (2015) avaliaram a resisténcia de 114 isolados de E. coli provenientes
de suinos e detectaram 14,91% de resisténcia a amoxicilina associada ao &cido clavulénico e
2,63% ao ceftiofur, resultados estes, menores do que 0s encontrados nesta pesquisa, onde a
resisténcia encontrada foi de 25% e 11,76%, respectivamente. Dados que podem ser explicados
pela pressao seletiva através de elevadas taxas de utilizacdo destes antimicrobianos na producéo
animal, principalmente em regides com altos indices de criacdo de suinos (GEBREYES et al.,
2017). O aumento da resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro em E. coli e outros

microrganismos, como a Salmonella Heidelberg, é de interesse significativo para a saude publica,
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uma vez que as cefalosporinas de terceira geragdo sdo usadas para tratar criangas com formas
graves de salmonelose (NEVES et al., 2016; GIURIATTI et al., 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos para os isolados provenientes de agua,
foram de 12,50% e 9,38%, para ceftiofur e amoxicilina associada ao &cido clavulanico,
respectivamente. E para os isolados oriundos de solo foi possivel detectar 20% de resisténcia para
amoxicilina associada ao acido clavulanico e 17,14% para o ceftiofur. Em um estudo efetuado
por Jiang et al. (2011), no qual foi avaliada a alta prevaléncia e distribuicdo de isolados de E. coli
multirresistentes na China, relataram 27,3% dos isolados de &agua e 18,8% dos isolados
provenientes de solo apresentaram resisténcia a amoxicilina, demonstrando a capacidade de
resisténcia bacteriana em isolados provenientes do ambiente e que podem estar relacionados a
disseminacdo ambiental de cepas oriundas da producdo animal (EGERVARN et al., 2017).
Denota-se pelas referéncias estrangeiras citadas, a escassez de dados brasileiros referentes a esta
matéria, indicando a necessidade de mais estudos para melhor avaliagdo da contaminagdo
ambiental da resisténcia aos antimicrobianos.

Ainda mais preocupante, é a capacidade de producdo e disseminacdo de genes que
codificam ESBLs. Em nosso estudo, das 135 cepas isoladas de E. coli, 7,41% foram positivas
para producdo de ESBLs através do teste fenotipico, sendo oito provenientes de fezes e duas de
solo. Recentemente, animais de producdo saudaveis tém sido considerados reservatorios de
ESBLs, produzidas por enterobacteérias, principalmente E. coli e tais isolados foram encontrados
em diferentes paises, como por exemplo o Reino Unido (RANDALL et al., 2014). Gao et al.
(2015), avaliaram a producao de ESBLs em cepas de E. coli isoladas de amostras fecais de suinos
e ambientais na provincia de Shandong na China e detectaram 43% de producdo de ESBLs em
isolados de fezes e 8,57% em isolados provenientes de solo, resultados que indicam possiveis
rotas de transmissdo de produtores de ESBLs de fazendas de producdo de alimentos para o
ambiente.

No Brasil, o gene de ESBL mais predominante ja descrito em estudos anteriores
proveniente de diversas fontes € 0 CTX-M e suas variantes CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9
(SILVA; LINCOPAM, 2012). Mas, em nosso estudo o gene blaTEM-1 foi o mais prevalente,
sendo positivo para 60% dos isolados produtoras de ESBLs, seguido pelo gene blaCMY-M2
(50%), demonstrando a emergéncia de outros genes codificadores de ESBLs, aumentando ainda

mais as preocupacfes com o surgimento e disseminacdo destes genes. Resultados estes que
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corroboram com os obtidos por Changkaew et al. (2015) que avaliaram a presenca de E. coli
produtora de ESBLs em suinos saudaveis na Tailandia e dos 122 isolados analisados, detectaram
0 gene blaTEM em 33,61% das cepas. Jahanbaksh et al. (2016), encontraram o gene blaCMY-
M2 em 96,5% e 0 gene blaTEM-1 em 49,4% das cepas de E. coli previamente resistentes ao
ceftiofur isoladas de suinos em Quebec no Canadad. Ambos demonstram altos indices de cepas
patogénicas produtoras de ESBLs.

O uso habitual de cefalosporinas de terceira e quarta geracdo como terapia ou aditivos
alimentares na producdo de suinos pode selecionar alta resisténcia bacteriana (GAO et al., 2015),
pois uma questdo de crescente preocupacdo, € que 0s genes que codificam ESBLs sdo
frequentemente encontrados em coexisténcia no mesmo plasmideo com genes e integrons
responsaveis pela resisténcia as fluoroguinolonas (XU et al., 2015), e esta afirmacdo pode ser
relacionada com os resultados obtidos em nosso estudo, onde dos dez isolados de E. coli
produtores de ESBLs, nove apresentaram positividade para o gene gnrS, sendo que o isolado 142
proveniente de fezes apresentou positividade concomitante para os genes blaTEM, blaCMY-M2,
AmpC e gnrS.

No estudo realizado por Gao et al. (2015) foram detectados genes relacionados com a
resisténcia a floroquinolonas em 87,4% dos 198 isolados positivos para producédo de ESBLs em
E. coli provenientes de leitbes no pds-desmame, sendo que o gene com maior prevaléncia foi o
gnrS e relataram que a disseminacdo de determinantes gnr pode ocasionar o rapido
desenvolvimento da resisténcia as fluoroquinolonas, pois apesar de conferirem resisténcia de
baixo nivel, podem acarretar a selecdo de cepas resistentes de alto nivel com mutactes
cromossomais.

E a primeira vez que o gene gnrS é reportado em cepas de E. coli produtoras de ESBLs
isoladas de solo no Brasil, o que demostram a prevaléncia deste gene em cepas de origem
ambiental. Além disso, esta é a primeira deteccdo reportada do gene gnrB em E. coli proveniente
de agua subterranea no Brasil, demonstrando a contaminacéo de fontes hidricas por elementos
moveis carreadores de genes de resisténcia as fluoroquinolonas.

Ainda, 17,39% das cepas resistentes ao antimicrobiano enrofloxacina isoladas de agua,
solo e fezes apresentaram o gene gnrS neste estudo. Chen et al. (2012) pesquisaram genes gnr em
isolados provenientes de humanos, animais e ambiente entre 1993 e 2010 na China, e dos 198
isolados de suinos 8,6% possuiam o0 gene qnrS e em 44 cepas provenientes do ambiente (solo



© 00 N oo o b~ W N e

W NN NN RNRNRNRNRNNRDLDRR R B B B B B B R
©O © O N o 00 B W N EFP O © 0 N O U A W N B O

50

superficial, esgoto, dgua potavel e de lagoa) foi possivel detectar o gene gnrS em 20,5% e 0 gene
gnrB em 6,8% dos isolados. O gene gnrA ndo foi detectado em nosso estudo, o que pode ser
justificado pela baixa prevaléncia deste gene em E. coli na maioria dos estudos ja realizados
(YUE et al., 2008).

A identificacdo de genes gnr e codificadores de ESBLs em isolados de E. coli de origem
animal e ambiental aponta para a necessidade de adequado saneamento rural, visto a
possibilidade de contaminacdo de aguas e alimentos com microrganismos resistentes. O Brasil e
principalmente a regido Oeste de Santa Catarina sdo importantes produtores de carne suina e a
possibilidade de disseminacdo destes genes para outros microrganismos patogénicos através de
elementos genéticos moveis como plasmideos, integrons e transposons por conjugacao
bacteriana, podem afetar consideravelmente a produc¢édo animal, assim como a saude humana.

As taxas obtidas de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de E. coli, demonstram a
necessidade do uso racional dessas drogas a fim de evitar a perda de eficacia e dificuldade no
combate de bactérias patogénicas, além de tratamento adequado de residuos provenientes da

producdo animal e também de esgotos e efluentes humanos e industriais.

5. Conclusao

E possivel concluir que grande parte das cepas de E. coli isoladas sdo resistentes a
antimicrobianos e carreiam genes de resisténcia a quinolonas, fluoroquinolonas e ESBLs.
Resultados preocupantes a salde publica, pois, a possibilidade de disseminacdo de genes de
resisténcia entre cepas da mesma espécie e espécies diferentes dificulta o tratamento de afec¢des
graves em humanos e animais, salientando ainda mais a necessidade de uso racional de agentes

antimicrobianos e o tratamento adequado de dejetos e efluentes.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A regido Oeste do Estado de Santa Catarina é uma importante produtora de carne suina,
onde, além de atender o mercado interno, exporta para diversos paises. Mas a alta producéo
animal nessa regido, associada a falta de tratamento correto de efluentes, tras riscos a salde
publica. Este estudo foi capaz de demonstrar considerdveis indices de contaminagdo ambiental
pela E. coli, além de detectar elevados percentuais de resisténcia aos antimicrobianos nas
amostras de origem animal (fezes) e nas de origem ambiental (dgua e solo), aumentando ainda
mais os riscos de disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos.

Neste estudo foi possivel detectar genes que conferem resisténcia as quinolonas,
fluoroguinolonas e cefalosporinas de Utima geracdo. Estes antimicrobianos sdo de amplo espectro
e fundamentais para o tratamento de enfermidades em humanos e animais, sendo que a
disseminacéo destes genes pode ocorrer principalmente através do meio ambiente.

A positividade para genes de resisténcia em E. coli detectados nas fezes animais e no
meio ambiente, traz a possibilidade de transmissdo da resisténcia para outros microrganismos
patogénicos e de importancia critica, pois, através de elementos mdveis como plasmideos,
integrons e transposons, estes genes podem ser transferidos com extrema facilidade entre cepas
bacterianas.

Assim, com os resultados descritos neste trabalho, podemos concluir que o uso correto de
agentes antimicrobianos e o tratamendo adequado de dejetos e efluentes industriais e humanos
sdo de fundamental importancia para evitar a disseminacdo de genes de resisténcia, evitando

problemas com o surgimento de superbactérias.
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