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INTRODUCAO GERAL

As doencas de origem alimentar despertam preocupacbes entre
Varios organismos nacionais e internacionais de prote¢cédo e promoc¢ao da saude
sdo responsaveis por elevados niveis de morbidade e mortalidade na
populacdo em geral, mas particularmente para 0s grupos de risco, como
criangas e jovens, lactentes, idosos e imunodeprimidos (WHO, 2010a).

Cada vez mais aumenta o0 nimero de microrganismos que podem
ser veiculados através dos alimentos trazendo sérios riscos a saude publica.
Além disso, muitas doencas tidas como controladas tem ressurgido, deixando
em alerta estudiosos e autoridades em saude de todo o mundo.

Os alimentos quando produzidos, transportados e comercializados
sem o0s devidos cuidados higiénico-sanitarios podem constituir fonte de
contaminagcdo de microrganismos comensais e/ou patogénicos que S&o
transmitidos ao homem por ingestdo ou contato, podendo, estes Uultimos,
provocar diversas patologias.

Dentre os principais microrganismos que podem ser veiculados
pelos alimentos estdo as bactérias e suas toxinas: Salmonella spp., Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, Vibrio spp.; os virus: Norovirus, Rotavirus, hepatite A; e os
fungos produtores de micotoxinas: Aspergillus spp. Fusarium spp., Claviceps
spp. (FRANCO e LANDGRAF, 2006).

A Escherichia coli tem obtido destague entre os patdgenos
alimentares, principalmente em paises desenvolvidos, pelas suas
caracteristicas de viruléncia, especialmente o sorotipo O157:H7 que produz
uma potente toxina causando doenca severa, entre elas a sindrome urémico
hemolitica. Este sorotipo foi responsavel por diversos surtos alimentares nos
Estados Unidos entre os anos de 2006 e 2009 (CDC, 2010).

Por ser uma bactéria presente na flora intestinal de homens e
animais, a E. coli € bem difundida no ambiente e pode ser encontrada como

contaminante do solo, 4gua e plantas (ANDRADE et al., 2008).



Devido as caracteristicas de seu genoma e rapido tempo de geracao
a E. coli funciona como microrganismo modelo para diversos estudos, inclusive
de resisténcia a antimicrobianos.

Cepas comensais podem carrear genes de resisténcia e transferi-los
a microrganismos patogénicos através de seus processos de trocas de
materiais genéticos e comunicacéo celular.

A resisténcia antimicrobiana é um problema global de saude publica
que é impactado pelo uso de antimicrobianos em humanos e ndo-humanos. O
aparecimento continuo, o desenvolvimento e a disseminagdo de organismos
patogénicos que s&o resistentes aos antimicrobianos sdo motivo de
preocupacao crescente. O envolvimento da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) na contencéo da resisténcia antimicrobiana, devido ao uso néo-humano
de antimicrobianos remonta a década de 1990 (WHO, 2010b).

As pesquisas sobre resisténcia microbiana avancam ndo s6 na
busca de organismos resistentes, mas também no modo como adquiriram esta
caracteristica e na possibilidade de passarem adiante essa informacao.

Neste sentido, muitos estudos epidemioldgicos tém sido conduzidos,
especialmente aqueles relativos as caracteristicas genéticas dos
microrganismos, pois sdo mais especificos na determinacdo de ligacdes
epidemiologicas entre eles. Atualmente, as ferramentas de tipagem molecular
tém se tornado essenciais na avaliacdo de inter-relagdes entre microrganismos
em pesquisas epidemioldgico-moleculares, auxiliando também a elucidacdo de
surtos de doengas.

Sendo assim, considerando a possibilidade de transferéncia de
genes de resisténcia entre microrganismos; que a Escherichia coli se presta
bem a esse papel e a auséncia de informa¢fes desta natureza, este estudo é
pioneiro na investigacao da relacdo entre bactérias isoladas de humanos e de
alimentos no Estado da Bahia, buscando avaliar seu perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos bem como evidéncias de ligagbes epidemioldgicas entre as

mesmas.
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OBJETIVOS GERAIS

1. Objetivo Geral

Investigar a relagédo entre cepas de Escherichia coli isoladas de
humanos e de alimentos no Estado da Bahia, buscando avaliar seu perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos bem como evidéncias de ligacdes

epidemioldgicas entre as mesmas.

2. Objetivos Especificos

2.1. Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de

E. coliisoladas de alimentos e espécimes clinicos;

2.2.Realizar tipagem molecular por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE) de E. coli isoladas de alimentos e de espécimes clinicos que

forem resistentes aos antimicrobianos;

2.3.Estabelecer através de perfis clonais a relacdo epidemioldgica entre
cepas resistentes de alimentos e de espécimes clinicos.

11
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1. DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA)

1.1.Histérico

A contaminacdo dos alimentos € conhecida desde tempos remotos.
Em 2000 a.C., Moisés determinou algumas leis sobre métodos de preparo dos
alimentos (incluindo aqueles que se podia comer e 0s que se deveria rejeitar),
bem como a importancia da limpeza das maos antes de ingerir os alimentos
(BRASIL, 2005).

O homem durante sua vida estda sujeito a contrair um ndmero
elevado de doencas de origem alimentar. Cerca de 250 diferentes tipos de
doencas podem ser veiculadas ao homem por alimentos contaminados (CDC,
2005).

Doencga transmitida por alimento é causada pela ingestdo de um
alimento contaminado por um agente infeccioso especifico, ou pela toxina por
ele produzida, por meio da transmissédo desse agente ou de seu produto toxico
(BRASIL, 2001).

De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2009) as doencas
transmitidas por alimentos podem ser divididas em: infecgbes, intoxicagoes,
toxinfeccbes e ainda as intoxicagdes nao bacterianas. As infeccdes sao
causadas pela ingestdo de microrganismos patogénicos, denominados
invasivos, com capacidade de penetrar e invadir tecidos. As intoxicacdes séo
provocadas pela ingestao de toxinas pré-formadas no alimento em decorréncia
da intensa proliferacdo do microrganismo. J& as toxinfec¢bes sédo causadas por
microrganismos toxigénicos, que quando se multiplicam, esporulam ou sofrem
lise liberam toxinas na luz intestinal. As intoxicagbes nao bacterianas ocorrem
guando outros agentes, que ndo microrganismos, estao envolvidos em surtos
de DTA.

Apesar dos esforgos significativos por todas as partes envolvidas,
ainda had uma carga consideravel de doencas transmitidas por alimentos, em
gue 0s microrganismos desempenham um papel proeminente. Os
microrganismos podem entrar na cadeia alimentar em diferentes etapas, séo

altamente versateis e sdo capazes de se adaptar ao ambiente que permita a
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sobrevivéncia, crescimento e producdo de compostos téxicos (HAVELAAR et
al., 2010).

1.2.Principais agentes

Os agentes patogénicos, responsaveis por doencas de origem
alimentar, tém evoluido através dos tempos, desenvolvendo estratégias
eficientes e eficazes para explorar os alimentos, no todo ou em partes, como
veiculos de transferéncia entre hospedeiros humanos ou entre humanos e
animais (NEWELL, 2010).

A ingestdo de alimentos contaminados com microrganismos
patogénicos se da, muitas vezes, pelo fato de que eles apresentam aspecto,
odor e sabor normais e o consumidor ndo esta devidamente esclarecido ou
consciente dos perigos envolvidos. Este fato também dificulta a investigacédo
dos surtos notificados, pois o consumidor ndo consegue identificar qual
alimento poderia estar contaminado em suas ultimas refeicdes (FORSYTHE,
2002).

Novas ameacas de doengas de origem alimentar decorrem do
modelo econbmico vigente, com 0 aumento em viagens e negocios inter-
regionais e internacionais, que favorecem a disseminacdo de patdégenos, ou
mesmo de mudancas nos sistemas de producao de alimentos e adaptacdes na
populagdo microbiana, que podem levar a evolu¢do de novos microrganismos,
com o desenvolvimento de novos fatores de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos (KAFERSTEIN e ABDUSSALAM,1999; SCHLUNDT et al,
2004).

Estudos desenvolvidos em diversos paises, afirmam que a
contaminag&@o microbiana dos alimentos é fato incontestavel, sendo identificada
a veiculagao de microrganismos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Bacillus
cerus e Vibrio cholerae entre outros (MULETA e ASHENAFI, 2001; GARIN et
al., 2002).

Alimentos de origem animal, como ovos, carnes, leite e seus

derivados sdo os mais frequentemente envolvidos em surtos de DTA. Os
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agentes patogénicos veiculados por eles sdo na maioria bactérias (GERMANO
e GERMANO, 2008).

Alguns pesquisadores estimam que E. coli O157:H7, Salmonella,
L. monocytogenes sejam a causa de 3,5 milhées de casos de DTA com 33.000
hospitalizacdes e 1.600 mortes a cada ano, nos Estados Unidos, onde as DTA
sdo reconhecidas e bastante divulgadas como relevante problema de saude
publica (TAUXE, 2002; SUN e OCKERMAN, 2005).

O principal reservatério de agentes zoonoticos é o trato
gastrintestinal de animais saudaveis destinados a producdo de alimentos e a
maioria das doencas de origem alimentar € proveniente da contaminacéo fecal
durante o abate ou de contaminacdo cruzada durante o processamento
(AARESTRUP e WEGENER, 1999).

Dentre os principais patégenos oriundos do sistema digestivo de
animais e do homem e responsaveis por episédios de doenga veiculada por
alimentos estdo a Escherichia coli e Salmonella spp.

1.3.0corréncia

Os principais fatores que contribuem para os surtos de origem
alimentar sdo a temperatura inadequada de armazenagem, tempo e
temperatura de cozimento incorretos, equipamentos e utensilios contaminados,
matéria-prima de qualidade insatisfatéria e méas condi¢cbes higiénicas dos
manipuladores (ANDRADE et al., 2008).

As doengas transmitidas por alimentos sdo responsaveis atualmente
pela maior parte dos surtos de diarréia em quase todos os paises. O
desenvolvimento econdmico e a globalizacdo do mercado mundial, as
alteracbes nos habitos alimentares, com a crescente utilizacdo de alimentos
industrializados ou preparados fora de casa, alteraram o perfil epidemiolégico
dessas doencas, expondo a populagéo a varios tipos de contaminantes (CVE,
2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 2,2

milhdes de pessoas morrem anualmente nos paises menos desenvolvidos em
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decorréncia de doencas diarréicas de origem alimentar e hidrica, das quais
cerca de 1,9 milhGes séo criangas (WHO, 2009).

Nos ultimos anos, a ocorréncia de doencas transmitidas por
alimentos tem sido foco de discussfes, devido a preocupagdo mundial com
estratégias que permitam seu controle e, conseqiientemente, garantam a
colocacdo de produtos seguros no mercado consumidor (SHINOHARA et al.,
2008).

De acordo com dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2008) no
periodo de 1999 a 2008 ocorreram no Brasil 6.062 surtos de doencas
transmitidas por alimentos, com 117.330 pessoas acometidas e 64 Obitos.
Neste periodo, o Estado da Bahia notificou apenas 44 surtos. O principal
agente implicado no desencadeamento destas enfermidades foi a Salmonella
spp. sendo responsavel por 42,9% dos surtos registrados.

Contudo, esses numeros sdo subestimados, pois a subnotificacéo
de surtos é grande. De acordo com Forsythe (2002), somente 10% do total de
surtos de origem alimentar sdo notificados no Brasil, devido as falhas no
sistema de notificacao e de fiscalizagéo.

O CDC (Centro de Controle e Prevencao de Doencas dos Estados
Unidos) estima que 97% de todos os casos de toxinfeccdo alimentar sao
causados por manipulacdo inadequada dos alimentos; 79% sao de alimentos
preparados em estabelecimentos comerciais ou instituicbes e 21% por
alimentos preparados nas residéncias.

No Brasil, cerca de 45% dos casos de surtos de DTA ocorrem nas
residéncias e em seguida aparecem os restaurantes com 19% e instituicbes de
ensino 10% (BRASIL, 2008). O consumo de carne crua ou mal passada e a
falta de préticas seguras de manipulacdo para prevenir contaminacao cruzada
sdo considerados fatores criticos para a ocorréncia de infeccdes em niveis
domésticos (ZHAO et al., 2003).

Este fato € corroborado por Almeida et al. (2008) e Welker et al.
(2010) pois os produtos carneos foram os principais responsaveis por surtos
nos estados da Paraiba e do Rio Grande do Sul, respectivamente. Em ambito
nacional, os dados divergem destes onde as carnes ocupam a terceira posi¢cao
entre os alimentos mais frequentemente associados a surtos, ficando os ovos

crus ou mal cozidos na lideranca (BRASIL, 2008).
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1.4.Medidas de Prevencéao e Controle

A identificacdo e investigacdo de surtos causados por alimentos é

um componente essencial na prevencdo e no controle das DTA. Surtos sem

esclarecimento etiolégico geralmente tém como causas a notificacdo tardia, a

auséncia de coleta de amostras clinicas e/ou de alimentos em tempo oportuno,
ou testes laboratoriais inadequados (EDUARDO et al. 2003).

O Manual de Integrado de Prevencédo e Controle de Doencas

Transmitidas por Alimentos, do Ministério da Saude traz como principais

medidas de prevencéo e controle de surtos de DTA (BRASIL, 2009):

estimulo a notificacdo dos surtos;

analise e avaliacdo da cadeia alimentar dos alimentos
envolvidos, identificando pontos criticos para o controle;
educacéo continuada dos profissionais envolvidos no processo
de producéao e servigos, com énfase no Sistema APPCC;
estimulo a implantacdo e implementagdo de normas e rotinas
referentes ao assunto;

educagcdo sanitdria como forma de garantir 0 acesso da
populagdo as informacdes e conhecimentos necessarios a

prevencao e controle dos surtos;

A conscientizacdo dos manipuladores, dos processadores, enfim,

daqueles que de uma forma ou de outra trabalham com alimentos contribui

para evitar ou diminuir os surtos de doengas causadas por alimentos. Além

disso, a postura do profissional da area de alimentos deve ser eminentemente

preventiva, no sentido de evitar que estes surtos ocorram (ANDRADE et al.,

2008).
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2. ESCHERICHIA COLI

2.1. Caracterizacao

A bactéria Escherichia coli, como hoje se conhece, foi descrita pela
primeira vez pelo pediatra bavaro Theodor Escherich, no final do século XIX.
Em uma série de estudos pioneiros, o Dr. Escherich descreveu um habitante
comum da flora intestinal dos bebés, a que chamou de Bacterium coli comum,
vindo mais tarde a ser renomeado em sua homenagem (KAPER, 2005).

A E. coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae e
entre suas principais caracteristicas destacam-se: bacilos Gram negativos, nao
esporulados, anaerobios facultativos, capazes de fermentar glicose com
producdo de acido e gas. A maioria fermenta também a lactose (FRANCO e
LANDGRAF, 2006).

Comumente presente no trato intestinal de humanos e animais a E.
coli é frequentemente encontrada em solo, agua, e géneros alimenticios, como
resultado de contaminacéo fecal ou contaminacdo durante o abate de animais
destinados a alimentacdo humana (SCHROEDER et al., 2002).

A espécie permanece geralmente confinada, inofensiva ao limen
intestinal, muito embora cepas patogénicas de E. coli tenham sido descritas
desde o inicio do século XX sendo responsaveis por doencas dos sistemas
nervoso central, gastrintestinal e urindrio mesmo nos humanos mais sadios
(NATARO e KAPER, 1998).

2.2.Patogenecidade

Em 1945, o pediatra John Bray foi o primeiro a definir um subgrupo
de E. coli que estava associado a uma doenca em particular: a sindrome
diarréica infantil. Este subgrupo conhecido como E. coli enteropatogénica foi
definido e diagnosticado com base em sorotipagem no inicio dos anos 80
(KAPER, 2005).

Cepas patogénicas de E. coli, que adquiriram fatores de viruléncia,
tem a capacidade de causar diarréia em humanos. Estas cepas séo geralmente
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classificadas em patétipos, baseados em suas caracteristicas de viruléncia
(LOPEZ-SAUCEDO et al., 2003; NATARO e KAPER, 1998).

Os sorotipos patogénicos de Escherichia coli estdo associados a
gastrenterites caracterizadas pelos sintomas de vémito, febre, nauseas, dor
abdominal, calafrios, desidratacdo e diarréia que ocorrem de 12 a 24 horas
ap0s a ingestdo de agua ou alimentos contaminados (FORSYTHE, 2002;
WHO, 2002)

De acordo com os mecanismos de patogenecidade implicados, sete
classes de patétipos, ou patovares, sdo individualmente responsaveis por
casos de diarréia em humanos: as E. coli enteropatogénicas (EPEC), EPEC
atipicas (ATEC), enteroinvasivas (EIEC), enterotoxigénicas (ETEC),
enteroagregativas (EAgEC), aderéncia difusa (DAEC), supressdo de locus
eritrocitario (LEE) positiva e LEE negativa produtoras de toxina Shiga (STEC)
(GERMANI e LE BOUGUENEC, 2008).

Cada cepa possui um conjunto distinto de fatores de viruléncia
associados que determinam as caracteristicas clinicas, patolégicas e
epidemioldgicas das doencas que causam (ROBINS-BROWNE e HARTLAND,
2002).

Mais de 200 sorotipos de E. coli foram descritos como produtores de
toxina Shiga, no entanto, a maioria destes ndo é patogénica na auséncia de
outros fatores de viruléncia (KAPER, 2005).

Desde o primeiro relato de sua ocorréncia a E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC) tem emergido como um importante problema de saude
publica. O surgimento do patotipo entero-hemorragico (EHEC) como um dos
principais patégenos para humanos iniciou-se com a identificacdo do sorotipo
0157:H7 no inicio da década de 80 como causa de varios surtos de doengas
veiculadas por alimentos, com enfermidades intestinais severas. Este patétipo
€ considerado como um subgrupo de STEC (THORPE, 2004; NAYLOR et al.,
2005; KARCH et al. 2005).

Estudos sobre a origem dos surtos humanos revelaram que a
principal fonte deste microrganismo € o trato gastrointestinal dos ruminantes e
uma variedade de rotas de transmissao para os seres humanos foi identificada
(NAYLOR et al., 2005).
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O homem pode se infectar por STEC através da ingestdo de
alimentos de origem animal contaminados, principalmente carne bovina, o que
tornou esta categoria de E. coli objeto de estudos na medicina humana,
veterinaria e na biologia molecular (MAINIL e DAUBE, 2005).

As infec¢cbes humanas por STEC cursam com diarréia aquosa,
cblicas e dor abdominal por aproximadamente trés dias, evoluindo para
sintomas mais graves com presenca de sangue nas fezes podendo, até
mesmo, evoluir para colite hemorragica e sindrome urémico hemolitica
(KARCH et al., 2005; NAYLOR et al., 2005)

Embora no Brasil oficialmente ndo haja nenhum surto por E. coli
0O157:H7 registrado, Rigobelo et al. (2006) encontraram 1,2% de positividade
para E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), em cepas isoladas de carcacas
bovinas num frigorifico na cidade de Sao Paulo. Além disso, as cepas isoladas
apresentaram um alto nivel de resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos.

Também na cidade de Sao Paulo Bergamini et al. (2007)
encontraram cepas de STEC em amostras de carne moida in natura avaliadas,

porém nenhuma pertencente ao sorogrupo O157:H7.

2.3.Resisténcia aos antibi6ticos

O aparecimento de cepas de E. coli, de origens variadas,
multirresistentes aos antibiéticos foi relatado em diversos paises (SAENZ et al.,
2004; HOYLE et al., 2005; RIGOBELO et al., 2006; MENDONCA et al., 2007;
COSTA et al., 2008; KNEZEVIC e PETROVIC, 2008) e constitui uma séria
preocupacdo para a saude publica, pois dificulta ou mesmo inviabiliza o
tratamento de doengas causadas por estas cepas resistentes.

Assim, tem aumentado as pesquisas em buscas de novas drogas
gue sejam eficazes contra microrganismos que apresentam resisténcia aos
antimicrobianos ja utilizados em terapéutica humana e veterinaria (AKSQOY e
UNAL, 2008; GALINIER et al., 2008; GUALTIERI et al., 2009; YUAN et al.,
2010; DEKIC et al., 2010).
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No Brasil, cepas de E. coli resistentes tem sido identificadas em
diversas fontes tais como dejetos suinos (SILVA et al., 2008), e de caes
(SIQUEIRA et al., 2008), ostras e agua do seu cultivo (VIEIRA et al., 2008),
leite (MOREIRA et al., 2008), produtos de origem animal (MARTINS et al, 2003;
CAMPOS et al., 2006; ) e seres humanos (NEVES et al., 2008).

3. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

3.1.Conceituacgao e Histoérico

Antimicrobiano é qualquer substancia de origem natural, semi-
sintéticos ou sintéticos que, em concentracdes “in vivo”, elimina ou inibe o
crescimento de microrganismos, interagindo com um alvo especifico (CODEX,
2008).

A descoberta da penicilina pelo médico inglés Alexander Fleming em
1928 € um marco no estudo dos antimicrobianos. Durante seus estudos,
Fleming viajou e deixou placas com cultura de Staphylococcus aureus que se
contaminaram acidentalmente pelo fungo Penicillium notatum. Ao retornar, o
médico observou que ao redor do crescimento do fungo havia um halo de
inibicdo da cultura inicial. A partir deste achado se intensificaram os estudos
para isolamento e purificagdo desta substancia (KENNEDY, 2004)

Os antibidticos sdo usados “in vivo” na medicina humana ou animal
para eliminar ou inibir o crescimento de microrganismos patogénicos dentro
dos tecidos vivos ou de O6rgaos para que o sistema imune do hospedeiro possa
ter controle sobre os agentes patogénicos e elimina-los (CERF et al., 2010).

A atuacdo dos antibioticos ocorre através da inibicdo de processos
essenciais a multiplicagdo da célula bacteriana e, em dltima instancia, a sua
sobrevivéncia. Podem ser classificados em diferentes grupos em funcéo da sua
estrutura alvo na célula bacteriana, diferenciando-se em inibidores da
membrana citoplasmatica, inibidores da sintese de acidos nucléicos, da sintese
proteica ou da sintese da parede celular (MURRAY et al., 2005).

A resisténcia microbiana se caracteriza pela capacidade dos

microrganismos de multiplicar-se em presenca de concentragbes de
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antimicrobianos mais altas do que as que provem de doses terapéuticas dadas
a humanos (WANNMACHER, 2004).

A resisténcia a antimicrobianos é um fenémeno bioldgico natural. A
medida que agentes antimicrobianos sédo incorporados as praticas clinicas,
cepas de microrganismos resistentes sao detectadas em laboratério (WHO,
2001).

Os primeiros estudos reportando resisténcia datam da década de 50.
Kitamoto et al. (1965) estudando cepas de Shigella isoladas em 1955, de casos
de disenteria bacilar no Japdo, constataram resisténcia a estreptomicina,
sulfadiazina, tetraciclina e cloranfenicol.

Nos ultimos anos mais e mais bactérias com novas caracteristicas
de resisténcia apareceram pelo mundo, mesmo para quimioterapicos como
glicopeptideos e quinolonas até entdo considerados eficazes (COOKSON,

2002).

3.2. Transferéncia de genes de resisténcia

A transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias foi descrita
pela primeira vez por Smith (1969) em estudo desenvolvido com E. coli do trato
digestivo de humanos e animais. Cepas de E. coli resistentes foram dadas por
via oral a uma pessoa e E. coli comensais de sua microbiota foram avaliadas
posteriormente constatando-se perfil de resisténcia entre as mesmas. Este
achado vem sendo confirmado por diversos estudos ao longo dos anos
(AARESTRUP e WEGENER, 1999; WINOKUR et al., 2001, ANGULO et al.,
2004; WANG et al., 2006)

Bactérias comensais constituem um potencial reservatorio de genes
de resisténcia para bactérias patogénicas. Seu nivel de resisténcia é
considerado um bom indicador da pressao de selecdo pelo uso de antibioticos
e para possiveis problemas de resisténcia em patdogenos. O monitoramento da
prevaléncia de resisténcia em bactérias indicadoras como Escherichia coli e
enterococos em diferentes populagbes, animais, pacientes e pessoas
saudaveis torna possivel comparar a prevaléncia de resisténcia, bem como

detectar transferéncia de bactérias resistentes ou genes de resisténcia dos
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animais aos humanos e vice versa (VAN DEN BOGAARD e STOBBERINGH,
2000).

Particularmente as E. coli comensais podem transferir sua
resisténcia no meio gastrintestinal, especialmente quando ocorre exposicao a
antimicrobianos, determinando alta prevaléncia de resisténcia; neste caso
elementos moéveis, como plasmideos, contribuem significativamente para
propagacéo de resisténcia (SMITH et al., 2007). Neste contexto a Escherichia
coli é considerada um importante indicador bacteriano que pode ser utilizado
para avaliar a evolugdo de resisténcia a antimicrobianos em diferentes
ecossistemas (COSTA et al., 2008).

As bactérias tornam-se resistentes aos antibiéticos desenvolvendo
mecanismos de resisténcia que impedem o antimicrobiano de exercer seu
mecanismo de ag¢ao. Estes mecanismos resultam de modificagdes no alvo da
droga, inativagdo do antibidtico por enzimas, modificagcbes bacterianas que
impedem a chegada do antibiético ao sitio de acdo como impermeabilidade da
membrana citoplasmatica ou ainda existéncia de proteinas de efluxo (NIKAIDO,
20009).

Estudos desenvolvidos por Saénz et al. (2004) mostraram uma
grande variedade de genes de resisténcia em cepas de E. coli multirresistentes
nao patogénicas de seres humanos, animais, e produtos alimentares. Portanto,
essa flora normal pode desempenhar um papel chave como receptor e doador

de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos.

3.3.Uso ndo humano de antimicrobianos

A moderna producéo de alimentos de origem animal depende do uso
de grandes quantidades de antibiéticos para o controle de enfermidades. Isto
fornece circunstancias favoraveis para a selecdo, propagacdo e persisténcia
das bactérias zoonoéticas resistentes aos antimicrobianos tais como
Campylobacter e Escherichia coli 0157 (A ARESTRUP e WEGENER, 1999).

O uso ndo-humano de antimicrobianos (que inclui a utilizagdo nos
alimentos para animais, animais de companhia, aquicultura e horticultura) pode

ser dividido em terapéutico, metafilatico, profilatico e promotor de crescimento.
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Os promotores de crescimento sdo normalmente administrados em
concentragfes relativamente baixas, variando de 2,5 a 125 mg / kg (ppm),
dependendo da droga e espécies tratadas (WHO, 2003).

Alguns  microrganismos do trato intestinal dos animais
gue recebem antimicrobianos como promotores de crescimento na dieta
desenvolvem resisténcia em relacdo a esses compostos. Em seguida,
existe a possibilidade de que bactérias resistentes sejam ocasionalmente
transferidas para os criadores de gado no ambiente de criagdo ou pelo contato
direto com os animais (KATSUNUMA et al., 2007).

Mesmo em paises como a lIslandia, onde antimicrobianos séao
terminantemente proibidos como promotores de crescimento, ha relatos de
cepas de E. coli multirresistentes isoladas de animais (THORSTEINSDOTTIR,
et al., 2010).

O uso de agentes antimicrobianos nos alimentos para animais é
mais claramente associado a resisténcia antimicrobiana em cepas de
Salmonella e Campylobacter isoladas de humanos, mas também pode estar
envolvido na resisténcia entre enterococos, Escherichia coli e outras bactérias
(ANGULO et al., 2004).

A administracdo da mesma classe de antibidtico em medicina
humana e veterinaria pode promover o desenvolvimento de resisténcia
cruzada, e a terapia de infec¢des causadas por cepas resistentes originarios de
animais pode falhar se os antibioticos da mesma classe sdo usados em seres
humanos (MEYER et al., 2008).

Na Franca, Moulin et al. (2008) constataram que 0S mesmos
principios ativos antimicrobianos sdo utilizados na medicina humana e
veterinaria, entretanto em padrfes quantitativos diferentes. Enquanto na
medicina veterinaria a classe mais utilizada € a das tetraciclinas, na medicina
humana os (-lactamicos sao predominantes.

No Brasil, é vedado o uso dos antimicrobianos anfenicois,
tetraciclinas, B-lactamicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas como aditivos alimentares, promotores de crescimento

ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 2009) (Tabela 01).
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Tabela 01 — Lista dos aditivos proibidos na alimentacdo animal e legislacéo
correspondente.

ADITIVO LEGISLACAO
Avoparcina Of. Circular DFPA N° 047/98
Cloranfenicol e Nitrofuranos Instrugdo Normativa 09, 27/06/2003
Arsenicais e antimoniais Portaria 31, 29/01/2002
Penicilina, tetraciclinas, sulfonamidas sistémicas Instrugdo Normativa 26, 09/07/2009
Olaquindox Instrugdo Normativa 11, 24/11/2004
Violeta Genciana Instrugdo Normativa 34, 13/09/2007
Carbadox Instrugdo Normativa 35, 14/11/2005
Anabolizantes para bovinos Instrugdo Normativa 10, 27/04/2001
Horménios como aditivos alimentar em aves Instrugdo Normativa 17, 18/06/2004

Fonte: Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, 2007.

Outras classes de antimicrobianos podem ser utilizadas desde que
haja estudos de eficacia e seguranca do uso e ha regulamentagcdo no Brasil
para o emprego de alguns antimicrobianos em racdes para animais (Tabela
02).

No entanto, Aarestrup et al. (1998) ja relataram, desde a década de
90, ocorréncia de resisténcia de bactérias patogénicas e comensais a muitos
destes antimicrobianos aprovados para aplicacdo em ragdes no Brasil.

Os alimentos, notadamente os de origem animal, s&o um importante
veiculo para o incremento de patdgenos gastrintestinais resistentes a
antibidticos como, por exemplo, Campylobacter jejuni e Salmonella enterica.
Em relacdo & S. enterica, os produtos avicolas sdo os mais implicados na
transmissao deste patdogeno (RIANO et al., 2006).

Quando os animais recebem antibiéticos como aditivos alimentares
promotores de crescimento em suas ragdes a pressdo de selecdo para o
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos pelas bactérias pode ser
maior nos animais do que nos humanos na mesma fazenda (KATSUNUMA et
al., 2008).
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Tabela 02 — Agentes antimicrobianos autorizados para uso em ragao animal e

espécies a que se destinam.

Antimicrobianos

Espécies animais

AVILAMICINA

BACITRACINA METILENO
DISALICILATO

BACITRACINA DE ZINCO

COLISTINA (SULFATO DE)
CLOREXIDINA (CLORIDRATO DE)

ENRAMICINA
ERITROMICINA
ESPIRAMICINA

FLAVOMICINA (FLAVOFOSFOLIPOL
OU BAMBERMICINA)

HALQUINOL
(CLOROHIDROXIQUINOLINA)

LASALOCIDA
LINCOMICINA
MONENSINA SODICA

SALINOMICINA SODICA

TIAMULINA (FUMARATO HIDROGENIO

DE)

TILOSINA (FOSFATO OU TARTARATO

DE)
VIRGINAMICINA

Frangos de corte, frangas de reposicao, perus de
corte, suinos

Frangos de corte, galinhas poedeiras, perus de
corte e suinos

Frangos de corte, galinhas poedeiras, perus de
corte,codornas de corte, suinos e bovinos em
confinamento

Frangos de corte, galinhas poedeiras, suinos e
bovinos

Frangos de corte, galinhas reprodutoras ou
poedeiras e suinos

Frangos de corte, galinhas poedeiras e suinos
Suinos

Frangos de corte, suinos e bezerros

Frangos de corte, perus de corte, suinos, coelhos
e bovinos (novilhos)

Frangos de corte, galinhas reprodutoras ou
poedeiras e suinos

Bovinos e vacas

Frangos de corte e suinos
Bovinos, vacas e ovinos
Suinos e bovinos de corte

Suinos

Frangos de corte, galinhas reprodutoras ou
poedeiras e suinos

Frangos de corte, perus de corte, suinos, e
bovinos

Fonte: Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, 2007.

Bactérias de origem animal podem atingir a populacdo humana de

varias formas: contaminagdo de fontes hidricas, contaminagbes no abate,

efluentes de granjas e outros. Isto se torna particularmente importante com

bactérias entéricas. Individuos que sdo mais expostos, como trabalhadores da

industria da carne, tratadores de animais e veterinarios, costumam ter um grau

de resisténcia a antimicrobianos maior do que a populacdo em geral (VAZ,

2009).
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A populagdo humana torna-se colonizada e/ou infectada
através do contato, exposi¢cao ocupacional ou pela cadeia alimentar. Além da
transmissao de bactérias resistentes, genes de resisténcia da flora bacteriana
residente em animais podem ser transferidos para patdbgenos que
possivelmente infectam humanos (von BAUM e MARRE, 2005).

3.4.Medidas de prevencao e controle de resisténcia

A Organizacéo Mundial de Saude apontou um alarmante incremento
na resisténcia a uma gama de antibidticos entre salmonelas isoladas de
animais e humanos em pesquisas de todo o mundo, com uma combinacgéo de
multipla resisténcia a ampicilina, sulfonamidas, estreptomicina, cloranfenicol e
tetraciclinas (BRISABOIS et al., 1997)

Na ultima década, particularmente nos paises em desenvolvimento,
0 aumento da resisténcia de salmonelas ndo tiféides oriundas de animais aos
antibiéticos de amplo espectro como cefalosporinas, tetraciclina e quinolonas
tem sido extremamente preocupante (STREIT at al., 2006).

Estudos também tém demonstrado que a aplicagdo extensiva de
desinfetantes na induUstria de alimentos pode resultar em aumento da
resisténcia de bactérias aos antibiéticos e possivelmente causar falhas em
esquemas terapéuticos, ja que os desinfetantes, ao contrario dos antibidticos,
ndao tém um alvo especifico e podem conter diversas substancias
antimicrobianas propiciando o surgimento de resisténcia cruzada (CERF et al.,
2010).

As principais classes de antibidticos em uso na prética clinica séo:
os [-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e
monobactamas), aminoglicosideos, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclinas,
lincosamidas, glicopeptideos (vancomicina, teicoplamina), lipodepsipeptideos,
rifamicinas, estreptograminas, sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas
(GUIMARAES et al., 2010).

As classes das cefalosporinas de 32 e 42 geracdo, quinolonas
(incluindo as fluorquinolonas) e macrolideos sédo consideradas pela OMS como

prioritarias para o desenvolvimento de estratégias de gerenciamento de riscos
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relacionados a resisténcia antimicrobiana, pois sdo empregadas tanto na
terapéutica humana como veterinaria e por isso séo criticamente importantes
para a saude humana e animal (WHO, 2007).

Visando conter o avanco da resisténcia antimicrobiana, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou em 2001 um documento com
os principios globais para contencdo da resisténcia antimicrobiana em animais
destinados a produc¢éo de alimentos.

Dentre as intervengdes recomendadas por este documento estdo:
obrigatoriedade de receita para todos os antimicrobianos utilizados em ragdes
para animais, interrupgédo no uso de antimicrobianos, utilizados em terapéutica
humana, como promotores de crescimento quando ndo h& avaliacdo de
seguranca para a saude publica, acompanhamento da utilizagdo de
antimicrobianos em alimentos para animais e monitoramento da resisténcia
para a identificacdo de problemas de saude

No Brasil, com vistas a ampliar o controle sobre a prescricdo e
comercializagédo dos antimicrobianos para humanos e contribuir para a reducéo
da resisténcia bacteriana na comunidade a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) publicou em 18 de junho a consulta publica n°® 58/2010, que
prevé a venda controlada, com retencdo de receita, destas drogas (BRASIL,
2010).

4. BIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular estuda o uso estruturado de observacdes
para identificar caracteristicas microbianas que predizem sua ocorréncia,
severidade, ou manifestacdes clinicas de uma doenca infecciosa em particular,
ou caracteristicas relevantes dos hospedeiros como idade, sexo e condi¢cdes
predisponentes. Estudos epidemiologicos moleculares buscam conhecer a
base molecular para o comportamento de viruléncia e predilecbes de
hospedeiros pelos patdgenos e identificar relevantes reservatorios e vias de
transmissdo, informacdes que sdo necessérias para o desenvolvimento de
estratégias de gerenciamento e prevencao de infec¢coes (JOHNSON e RUSSO,
2005)
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A epidemiologia tenta identificar os fatores que determinam a
distribuicdo da doenca no tempo e no espacgo, assim como fatores que
determinam a transmissdo, a manifestacdo, e a sua progressdo. O que
caracteriza a epidemiologia molecular sdo os termos: “molecular,” o0 uso das
técnicas da biologia molecular para caracterizar acidos nucléicos ou
aminoacidos, e a “epidemiologia,” o estudo da distribuicdo e causas
determinantes da ocorréncia da doenca em populagbes humanas (FOXMAN e
RILEY, 2001)

As técnicas tradicionais de microbiologia de alimentos fundamentam-
se na utilizacdo de testes morfolégicos e bioquimicos para tipagem,
subtipagem e identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbianas
(GANDRA et al., 2008).

Os métodos tradicionais de detec¢cdo de microrganismos em alimentos,
embora confidveis e eficientes, requerem de varios dias a semanas para
obtencdo de resultados. As propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias
sao identificadas podem nao ser expressas e quando sdo, podem ser dificeis
de serem interpretadas e classificadas, além da possibilidade de existéncia de
células viaveis, porém nao-cultivaveis (MARIN et al. 2006).

Os novos métodos de andlise baseados em componentes genéticos
tém aumentado a possibilidade de diferenciar as cepas bacterianas e investigar
surtos de forma mais rapida e abrangente quando comparados a utilizacdo
Unica de métodos classicos (MATTAR, 2000).

Os microbiologistas clinicos sdo frequentemente solicitados para
determinar a relacéo entre um grupo de isolados bacterianos, isto €&, tipifica-los.
Durante a Ultima década, os métodos tradicionais de tipagem foram
suplementados ou substituidos em muitos laboratérios por métodos
moleculares (TENOVER et al, 1995).

As técnicas da biologia molecular tornam-se cada vez mais
integradas na pratica da epidemiologia das doencas infecciosas. Os progressos
no dominio da biologia molecular e genética estdo modificando a pratica da
medicina e da saude publica através do desenvolvimento de diagndstico
molecular e intervengdes orientadas com base nas susceptibilidades individuais
(FOXMAN e RILEY, 2001, DORMAN, 2000).
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Técnicas moleculares ndo substituem os métodos convencionais.
Contudo, podem elucidar problemas epidemiolégicos que ndo sao possiveis de
serem resolvidos por métodos convencionais ou que necessitariam de um
trabalho intensivo, caro, e/ou demorado para ser efetuado por técnicas
convencionais (FOXMAN e RILEY, 2001).

A habilidade de discriminar entre genomas € essencial a diversas
disciplinas da pesquisa da microbiologia que incluem a taxonomia, os estudos
de mecanismos evolucionarios e de relacionamentos filogenéticos, a genética
de populacdo dos microrganismos, e a epidemiologia microbiana (VAN
BELKUM et al., 2001).

A comparagdo de cepas para estabelecer sua identidade se baseia
no fato de que aquelas relacionadas epidemiologicamente provém da
expansao clonal de um precursor unico (MATTAR, 2000).

Dentre as técnicas mais utilizadas para tipagem de microrganismos
em estudos epidemiolégico-moleculares esta a Eletroforese em Gel de Campo
Pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE).

Esta técnica permite a separagdo de fragmentos de DNA de grande
tamanho. Devido a alternancia periédica do campo elétrico, as moléculas sao
permanentemente forgcadas a modificar a orientacdo em que se movem.
Quanto mais longa for a molécula, maior o tempo que necessita para que
encontre uma orientacdo que favore¢a o movimento ao longo do gel (ALVES et
al., 2003).

A técnica de PFGE é bastante complexa com um poder
discriminatorio muito elevado. E considerado padrdo ouro em epidemiologia
molecular, mas é importante ressaltar que métodos de tipagem nao substituem
dados epidemioldgicos, somente auxiliam e, se utilizados isoladamente, podem
levar a conclusdes equivocadas (MAGALHAES et al., 2005).

Nos Estados Unidos € macico o emprego de PFGE na investigagcéo
de surtos de origem alimentar, sobretudo aqueles causados por E. coli
0O157:H7, Salmonella, Shigella, Listeria e Campylobacter, sendo os dados
obtidos na investigacdo reunidos em um sistema de informagédo, o PulseNet,
onde é possivel estabelecer relacbes entre isolados de diversos estados
americanos (CDC, 2009).
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Diversos estudos utilizando a técnica de PFGE vém sendo
desenvolvidos buscando evidéncias de uma inter-relacdo entre bactérias
isoladas de animais, alimentos e de humanos. Ramchandani et al. (2005),
avaliando 495 cepas de E. coli provenientes de animais e do ambiente
encontrou 128 (26%) cepas com perfil eletroforético indistinguivel em relagéo
ao grupo clonal A que foi previamente identificado como agente causal de
infecgdo do trato urinario em humanos.

Voltattoni et al, (2002) estudando cepas de E. coli isoladas de
alimentos prontos para consumo na Argentina evidenciaram, nestes alimentos,
a disseminacgédo de cepas que expressam fatores de viruléncia, algumas delas
pertencentes a biétipos frequentemente isolados de pacientes com diarréia ou
sindrome urémica hemolitica.

A técnica de PFGE € util ndo somente como uma ferramenta
importante em investigacdes epidemiolégicas como também na determinacéo
de possiveis fontes de contaminacdo na industria de alimentos, pois permite o
monitoramente de fontes e rotas de contaminagdo. (CAMPOS et al., 2009;
AVERY et al., 2004).
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CAPITULO 02

PADRAO CLONAL POR PFGE E PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS DE CEPAS DE Escherichia coli ISOLADAS DE
ALIMENTOS E DE ESPECIMES CLINICAS.
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RESUMO

MELO, D. B. Padrdo clonal por PFGE e perfil de sensibilidade a
antimicrobianos de cepas de Escherichia coli isoladas de alimentos e de
espécimes clinicas. [Dissertacdo de Mestrado]. Orientador: Prof2. Dr2. Alaise
Gil Guimaraes.

A resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos tem aumentado nos
altimos tempos despertando a preocupacdo dos o6rgdos de saude publica.
Microrganismos resistentes podem ser transferidos aos humanos através do
consumo de alimentos contaminados, podendo causar doencas de dificil
tratamento ou promover a disseminagcdo de genes de resisténcia. O objetivo
deste trabalho foi investigar a relacao entre cepas de Escherichia coli isoladas
de humanos e de alimentos no Estado da Bahia, buscando avaliar seu perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos bem como evidéncias de ligacdes
epidemiologicas entre as mesmas. A avaliacdo da sensibilidade aos
antimicrobianos foi realizada por disco difusdo em agar, conforme metodologia
do CLSI sendo testados 11 antibioticos e o perfil clonal foi obtido por Pulsed
Field Gel Electrophoresis — PFGE. As fotografias dos géis foram avaliadas pelo
software GelCompar Il para avaliagdo da semelhancga entre os perfis e criacéo
dos dendrogramas. Das 84 cepas avaliadas 53(63%) foram sensiveis aos 11
antimicrobianos testados, duas(2,4%) tiveram perfii de sensibilidade
intermediaria e 29(34,6%) apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano. Ampicilina e tetraciclina foram os antibiéticos para os quais 0s
isolados clinicos apresentaram o maior grau de resisténcia, ja entre as cepas
isoladas de alimentos o padrao de resisténcia foi maior para tetraciclina. Houve
um elevado percentual de cepas multirresistentes, sobretudo entre os isolados
clinicos. Observou-se a formacdo de 14 perfis de resisténcia entre as cepas
sendo trés perfis comuns entre os isolados clinicos e de alimentos e
desconsiderando-se a origem das cepas a tetraciclina apareceu em primeiro
lugar em numero de E. coli resistentes. Em relacdo ao perfil genético das cepas
obtido por Pulsed Field (PFGE) foram encontrados 31 perfis distintos ndo se
observando cepas com padrdo eletroforético indistinguivel que pudessem
caracterizar um clone. Assim, em virtude da ndo existéncia de correlacéo
genética entre os isolados néo foi possivel estabelecer relagdo epidemiologica
entre os mesmos. O maior percentual de similaridade encontrado foi de
84,21%, entre um isolado clinico e uma cepa de alimentos o que representou
6,5% das amostras. Entre as cepas de alimentos esse percentual foi de
72,73% e para as cepas clinicas 81,82%. Cepas com maior percentual de
similaridade apresentaram em comum resisténcia a tetraciclina. As cepas de
Escherichia coli estudadas ndo apresentaram altos percentuais de resisténcia
aos antimicrobianos, no entanto observou-se grande percentual de isolados
multirresistentes. Dois antibidticos se destacaram em namero de cepas
resistentes: ampicilina e tetraciclina. Através da tipagem molecular ndo foram
encontrados clones bem como néo se pdde estabelecer relacdo epidemiologica
entre as cepas, pois seus perfis eram bem diferentes. Assim, sugere-se que
entre isolados de origem diferente a possibilidade de ocorréncia de clones é
pequena.

Palavras-chave: resisténcia, Escherichia coli, PFGE, clonalidade
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1. INTRODUCAO

A Escherichia coli, membro da familia Enterobacteriaceae, é um
habitante comum do trato intestinal de homens e animais, sendo a causa mais
comum de infecgBes hospitalares e comunitarias por microrganismos Gram-
negativos (von BAUM e MARRE,2005).

Essa bactéria é frequentemente envolvida em infecg6es humanas ou
animais que requerem o uso de antimicrobianos e a resisténcia esta associada
a falhas no tratamento tanto na medicina humana quanto veterinaria (COSTA
et al., 2008).

Particularmente as E. coli comensais podem transferir sua
resisténcia no meio gastrintestinal, especialmente quando ocorre exposicao a
antimicrobianos, determinando alta prevaléncia de resisténcia (SMITH et al.,
2007).

A transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias foi descrita
pela primeira vez por Smith (1969) em estudo desenvolvido com E. coli do trato
digestivo de humanos e animais. Este achado vem sendo confirmado por
diversos estudos ao longo dos anos (AARESTRUP e WEGENER, 1999;
WINOKUR et al., 2001; ANGULO et al., 2004; WANG et al., 2006).

A populagcdo humana torna-se colonizada e/ou infectada através do
contato, exposicdo ocupacional ou pela cadeia alimentar. Os alimentos,
notadamente os de origem animal, sdo um importante veiculo para o
incremento de patdgenos gastrintestinais resistentes a antibioticos (von BAUM
e MARRE, 2005; RIANO et al., 2006).

Alguns estudos tém demonstrado haver relacdo epidemiologica
entre cepas de E. coli isoladas de alimentos e de humanos, bem como um
aumento no nuamero de isolados resistentes (VOLTATTONI et al, (2002)
RAMCHANDANI et al., 2005; MANGES et al., 2007; JOHNSON et al. 2007;
THORSTEINSDOTTIR et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi investigar a relacdo entre cepas de
Escherichia coli isoladas de humanos e de alimentos no Estado da Bahia,
buscando avaliar seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos bem como

evidéncias de ligagBes epidemioldgicas entre as mesmas
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Cepas de Escherichia coli

Foram avaliadas 84 cepas de E. coli, sendo 36 isoladas de alimentos
e outras 48 isoladas de amostras clinicas. As cepas de alimentos eram
provenientes da bacterioteca do Laboratério de Pesquisa em Microbiologia de
Alimentos da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) e do Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo Moniz
(LACEN/BA) isoladas de acordo com APHA (2001) de diversos alimentos
como: carne, leite, queijos, pratos prontos para consumo e de sobremesas,
enquanto as cepas clinicas eram oriundas de isolados de coproculturas e
uroculturas realizadas por dois hospitais na cidade de Salvador, BA. As cepas
obtidas foram armazenadas em, no minimo, trés tubos de ensaio identificados,
contendo caldo BHI (Oxoid®) com 20% de glicerol e mantidas em temperaturas
inferiores a -20°C para posterior analise.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria de Saude do Estado da Bahia, inscrito no CEP-CAA sob n°
0028.0053.000-09 tendo sido aprovado pelo parecer n° 373/2009.

Para coleta de dados das cepas empregadas, utilizou-se dois
formularios, visando obter informagfes sobre as mesmas como forma de
auxiliar nas discussdes futuras, com base nos resultados encontrados. As
informacdes relativas as cepas isoladas de humanos foram obtidas pelo préprio
pessoal do hospital e transmitidas a equipe executora do projeto sem que 0s
pesquisadores tivessem acesso a qualquer informacdo do paciente, além

daquelas previstas no formulério.

2.2.Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

A caracterizacao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi
executada conforme o protocolo padrdo de disco difusdo em agar do Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010). As cepas passaram por dois

repigues em 4agar Tripticase de Soja (Oxoid®) de 18h cada, sendo
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posteriormente suspensas em solucao salina 0,85% estéril até atingir o padrao
0,5 da escala de McFarland, correspondendo a 1,5x10® UFC/mL. A suspens&o
padronizada foi inoculada em placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid®) com
auxilio de swab estéril (Absorve®) para em seguida serem dispostos os discos
antimicrobianos sobre a superficie do agar. As placas foram incubadas
invertidas por 18h e o0s halos de inibicdo foram medidos com régua
milimetrada.

Utilizou-se discos comerciais (Laborclin®) dos seguintes antibiéticos:
ampicilina 10 ug (AMP), cefalotina 30 pg (CFL), cefotaxima 30 pg (CTX),
gentamicina 10 pug (GEN), tetraciclina 30 pg (TET), cloranfenicol 30 pg (CMP),
trimetoprim/sulfametoxazol 1,25/23,75 pg (TMS), ciprofloxacina 5 pg (CIP),
amoxicilina/clavulanato 20/10 pg (AMC), levofloxacina 5 pg (LEV) e
cefotriaxona 30 pg (CRO). Os critérios interpretativos do CLSI foram
empregados para determinar o perfil de susceptibilidade dos microrganismos,
sendo classificados em sensiveis, sensibilidade intermediaria e resistentes.
Cepas resistentes a pelo menos dois antimicrobianos foram consideradas
multirresistentes (KNEZEVIC e PETROVIC, 2008). Cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 foi utilizada como referéncia. Devido ao impacto na saude publica
da resisténcia aos antimicrobianos, apenas as cepas resistentes foram tipadas
por PFGE.

2.3.Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

As cepas resistentes de E. coli foram avaliadas por eletroforese em
gel de campo pulsado, e esta foi realizada em um sistema CHEF DR Il (Bio-
Rad) a 14° C em 0.5 XTBE conforme protocolo padrdo para PFGE com
modificacoes.

Inicialmente a cepas passaram por dois repiques, de 18h a 24h
cada, em agar Tripticase de Soja (Oxoid®) sendo depois suspensas em 500 pL
de solucdo salina 0,85% (Oxoid®), centrifugadas por 2min, a 5 rpm, em
microcentrifuga refrigerada (Eppendorf®) em seguida desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se 500 pL de PIV (NaCl 1M em 10mM tris-HCL, pH
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7,6) até atingir turvacdo comparavel a escala 1 de McFarland. A cada tubo
foram adicionados 4pL de proteinase K (Sigma®) (25mg/mL).

Para o preparo dos plugs adicionou-se 500uL de agarose Low
Melting Point (Sigma®) a 2% a suspens&o bacteriana e homogeneizou-se com
delicadeza. Em seguida, a mistura foi dispensada no molde de plugs (Bio-
Rad®) e deixada por 10min & 4°C para solidificacdo. Apds, os plugs foram
transferidos para tubos contendo 1mL do tampédo ES e 20uL de proteinase K
(Sigma®) (25mg/mL) sendo incubados overnight em banho-maria & 56°C e
apos incubacdo foram submetidos a lavagens sucessivas com tampdo TE
(10nM Tris, 1ImM EDTA pH 8,0) durante trés dias.

Para a digestdo do DNA microbiano foram utilizados 2,5uL da
enzima de restricdo Xbal(12U/ pL) (Promega®) overnight, conforme indicado
por Tenover et al. (1995). Como padrdao de peso molecular utilizou-se o
marcador Pulse Marker 50-1.000kb (Sigma®). Em seguida os fragmentos
obtidos foram separados em gel de agarose para PFGE (Bio-Rad®) a 1%, em
tampdo TBE 0,5X, nas seguintes condi¢cdes de eletroforese: tempo inicial de
2,2seq, tempo final de 54,2seg, voltagem de 6v/cm e tempo de corrida de 17h.

Transcorrido o periodo de corrida, o gel foi corado em solucdo de
brometo de etidio por 20min e descorado em agua por cinco minutos, sendo,
em seguida, fotografado através de fototransiluminacdo UV  por
fotodocumentador Bio-Rad Gel Doc 1000, software Quantity One.

2.4.Andlise de dados

As fotos dos géis foram avaliadas pelo software GelCompar Il verséo
4.0 (Applied Maths®) para criagdo dos dendrogramas utilizando o método
unweighted-pair-group (UPGMA) e o coeficiente de Dice, através de
similaridade entre bandas considerando uma tolerancia de 1,0%. Os isolados
foram alocados em diferentes grupos quando se observou diferengas genéticas
entre eles. Perfis com similaridade de 90% entre bandas foram considerados
relacionados.

Os perfis foram organizados em grupos, por ordem alfabética,

tomando-se por base o primeiro isolado obtido na pesquisa ao qual foi atribuida
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a letra “A” seguida do numero “1” sendo aos demais atribuidas as letras
subsequentes de acordo com a semelhanca entre 0s mesmos. Sendo assim,
perfis com a mesma letra e nUmero pertencem ao mesmo grupo e sao clones;
perfis com a mesma letra e nimero diferente sdo do mesmo grupo, mas nao
séo clones, pois possuem algumas diferencas de bandas; e perfis com letras e
nameros diferentes sao completamente diferentes ndo formando grupos e
tampouco clones.

Além disso, utilizou-se os critérios de Tenover et al. (1995), descritos
na Tabela 01, para avaliagéo dos perfis das cepas gerados por PFGE.

Tabela 01 — Critérios para interpretagcdo dos padrées de PFGE, segundo
Tenover et al. (1995).

Categoria N° de diferencas N° de fragmentos Interpretacéo
genéticas comparadas  diferentes comparados

epidemioldgica

com cepas de surto com o padrédo do surto
Indistinguivel 0 0 O isolado é parte
do surto

Clone 1 2-3 O isolado é

relacionado provavelmente
parte do surto

Possivelmente 2 4-6 O isolado é

relacionado possivelmente
parte do surto

Diferente >3 >7 O isolado néo é

parte do surto
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Perfil de suscetibilidade

Foram testadas 84 cepas de Escherichia coli, sendo 48 (57%)
isoladas de humanos e 36 (43%) de alimentos. Do total de isolados, 29 (34,6%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano dos 11 testados,
duas (2,4%) tiveram perfil de sensibilidade intermediaria e 53 (63%) foram

pansensiveis (Figura 01).

o’

45 -
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25 - m Sensiveis

Sens. intermediaria
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N° de cepas

Clinicas Alimentos

Figura 01 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas de
Escherichia coli isoladas de amostras clinicas e de alimentos.

Desconsiderando a origem das cepas, a tetraciclina aparece em
primeiro lugar em numero de E. coli resistentes (22/84; 26,2%), seguida por
ampicilina(17/84; 20,3%), trimetoprim/sulfametoxazole (13/84; 15,5%) e
cefalotina (5/84; 6,0%). Para os antibioticos cefotaxima, cefotriaxona,
amoxicilina/clavulanato, gentamicina e levofloxacina houve baixa frequéncia de

resisténcia (Tabela 02).
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Tabela 02 — Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das 84 cepas de
Escherichia coli avaliadas

o Sensivel Intermediario Resistente
Antibidticos

N°cepas % N°cepas % N°cepas %
Ampicilina 66 78,5 1 1,2 17 20,3
Amoxicilina/Clavulanato 82 97,7 0 0 2 2,3
Cefalotina 74 88,0 5 6,0 5 6,0
Cefotaxima 83 98,8 1 1,2 0 0
Cefotriaxona 83 97,7 1 1,2 0 0
Ciprofloxacina 80 95,2 0 0 4 4,8
Cloranfenicol 78 92,8 2 2,3 4 4,8
Gentamicina 82 97,7 0 0 2 2,3
Levofloxacina 80 95,2 1 1,2 3 3,5
Tetraciclina 62 73,8 0 0 22 26,2
Trimetoprim/Sulfametoxazole 71 84,5 0 0 13 15,5

Este perfil de resisténcia difere daquele descrito por Hannah et al.

(2009) que observaram maior prevaléncia de resisténcia para

trimetoprim/sulfametoxazole, seguido por acido nalidixico e cefalosporinas de

espectro estendido (ceftriaxona, ceftazidima e cefpodoxima) entre cepas de E.

coli isoladas de fontes alimentares e humanas. No entanto, ambos o0s estudos

relatam existéncia de isolados multirresistentes. Predominancia de resisténcia

a trimetoprim/sulfametoxazole também foi descrita por Johnson et al. (2007)
entre isolados de alimentos e humanos.

Em relacdo as cepas clinicas do total de isolados 30(62%) foram

sensiveis a todos os antimicrobianos testados e 18(38%) foram resistentes ao

menos a um antibidtico (Figura 02).

Resistentes
18; 38%

Sensiveis
30; 82%

Figura 02 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas de
Escherichia coli isoladas de amostras clinicas.
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Estes resultados estdo em consonancia com os achados de
Jakobsen et al. (2010) onde isolados clinicos de E. coli apresentaram maior
percentual de resisténcia para ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol e
tetraciclina, nesta ordem. Outrossim, Pires et al. (2007) descreveram maior
percentual de resisténcia para ampicilina seguida de
trimetoprim/sulfametoxazol entre os isolados clinicos.

Ainda neste sentido e consoante aos resultados ora apresentados
Thorsteinsdottir et al. (2010) obtiveram 66,7% das E. coli humanas resistentes
a ampicilina, assim como Bartoloni et al. (2008) observaram altas taxas de
resisténcia para ampicilina, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol e
cloranfenicol em cepas clinicas de E. coli.

Entre as cepas de alimentos, das 36 testadas, 23 (64%) foram
sensiveis a todos o0s antimicrobianos, 2 (5%) apresentaram sensibilidade
intermediaria e 11 (31%) demonstraram resisténcia. (Figura 03)

Resistentes
11;31% 8

Intermediaria
2; 5%

Sensiveis
23; 84%

<Y oA

Figura 03 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas de
Escherichia coli isoladas de alimentos.

Em relacdo as cepas isoladas de alimentos o padrdo de resisténcia
fol maior para tetraciclina com nove (82%) das 11 cepas resistentes testadas. A
ampicilina apresentou quatro (36%) cepas resistentes, cefalotina trés (27%),
amoxicilina/clavulanato e trimetoprim/sulfametoxazol duas (18%), enquanto que
cloranfenicol, gentamicina e ciprofloxacina uma (9%) cepa cada (Tabela 03).
Houve, ainda, trés cepas com sensibilidade intermediaria a cefalotina. Todos os

isolados foram sensiveis a levofloxacina, cefotriaxona e cefotaxima.
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Ampicilina e tetraciclina foram os antibiéticos para os quais as cepas
clinicas apresentaram o maior grau de resisténcia; das 18 cepas clinicas, 13
(72%) foram resistentes a estas drogas. Em segundo lugar ficou
trimetoprim/sulfametoxazol com 11(61%) cepas, cloranfenicol, levofloxacina e
ciprofloxacina com trés (16,6%), cefalotina com duas (11%), gentamicina com
uma (5,3%) cepa. Além disso, duas cepas apresentaram padrdo de
sensibilidade intermediario para cefalotina, uma cepa para cefotaxima e uma
para ceftriaxona. Todos os isolados foram sensiveis a associacdo
amoxicilina/clavulanato (Tabela 03).

Tabela 03 — Prevaléncia de resisténcia de cepas de Escherichia coli isoladas
de amostras clinicas e de alimentos.

N° Cepas Resistentes

Antimicrobianos Clinicas Alimentos
ne % ne %
AMP 13 72 4 36
TET 13 72 9 82
SUT 11 61 2 18
CFL 2 11 3 27
CLO 3 17 1 9
AMC 0 0 2 18
LVX 3 17 0 0
CIP 3 17 1 9
GEN 1 5 1 9
CRO 0 0 0 0
CTX 1 5 0 0

AMP, ampicilina; TET, tetraciclina; SUT, trimetoprim/sulfametoxazol; CLO, cloranfenicol; CFL,
cefalotina; AMC, amoxicilina/clavulanato; LVX, levofloxacina; CIP, ciprofloxacina; GEN,
gentamicina, CRO, ceftriaxona, CTX, cefotaxima.

Neste estudo a prevaléncia de resisténcia as tetraciclinas foi
semelhante entre as cepas clinicas e de alimentos, achado diverso do
encontrado por Meyer et al. (2008) que analisando cepas de E. coli isoladas de
alimentos, animais e humanos na Alemanha observaram que as cepas isoladas
de animais e de alimentos tinham maior percentual de resisténcia a tetraciclina
do que as E. coli de humanos. No entanto, em ambos o0s estudos a ampicilina
assumiu o segundo lugar em namero de cepas resistentes isoladas de fontes

alimentares.
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Em estudo semelhante, realizado por Jakobsen et al. (2010) na
Dinamarca, o perfil de resisténcia as tetraciclinas foi mais acentuado entre
cepas de alimentos do que clinicas. Neste pais a tetraciclina € muito utilizada
principalmente nas criag@es de suinos (VIEIRA, et al., 2009).

Meyer et al. (2008) imputam este elevado grau de resisténcia a
tetraciclinas em isolados alimentares na Alemanha, ao amplo uso deste
antimicrobiano em alimentos para animais naquele pais. No Brasil, a utilizacdo
da tetraciclina como promotor de crescimento em ragfes para animais ndo é
permitida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento desde o ano
de 1998 através da Portaria n°. 193 de 12/05/1998, revogada pela Instrucéo
Normativa n°. 26 de 09/07/2009.

A resisténcia a tetraciclinas é mediadas por plasmideos e os genes
qgue conferem resisténcia estdo associados aos de outros farmacos como, por
exemplo, aminoglicosideos, sulfonamidas e cloranfenicol. Assim, o0s
plasmideos geralmente transmitem resisténcia a mdltiplos farmacos e néo
apenas a tetraciclina (KATZUNG, 1998).

Apesar de ndo haver testado as cepas frente a tetraciclina, Altalhi et
al. (2010) encontraram elevado percentual de resisténcia a outros
antimicrobianos, principalmente sulfafurazole (89,2%) para E. coli isoladas de
carne de frango na Ardbia Saudita e assim como neste estudo a ampicilina
ocupou o segundo lugar (74,4%) em numero de cepas resistentes.

Resisténcia a ampicilina tem sido amplamente constatada inclusive
onde ha uso restrito de antimicrobianos como descreve Hoyle et al., (2006) em
avaliagéo realizada em isolados de fezes de animais de fazendas organicas.

O percentual de resisténcia observado neste estudo para as cepas
isoladas de alimentos foi menor do que o encontrado por Van et al. (2007), Van
et al. (2008) no Vietnam e Altalhi et al. (2010) na Arabia Saudita, que reportam
percentuais proximos de 100% de resisténcia. Em virtude da utilizacdo de
antimicrobianos na alimentacdo animal e da pressdo de selecdo que estas
drogas exercem sobre 0Ss microrganismos presume-se que isolados de
alimentos de origem animal tenham um perfil de resisténcia superior aos de

outras fontes alimentares.
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Dentre os isolados resistentes o percentual de cepas clinicas que
apresentaram resisténcia multipla foi de 77,7% (14/18) enquanto que naquelas
isoladas de alimentos esse numero foi de 45,5% (5/11) (Tabela 04). Assim
como relatado por Thorsteinsdottir, et al. (2010) encontrou-se maior proporgéo
de multirresisténcia entre as cepas isoladas de espécimes clinicos do que
cepas de alimentos.

Resisténcia de E. coli a pelo menos duas classes de agentes
antimicrobianos € um achado comum em humanos e animais e tem um
impacto crescente sobre as opcdes terapéuticas disponiveis (von BAUM e
MARRE, 2005).

Tabela 04 — Perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos testados das cepas
de Escherichia coli de espécimes clinicas e isoladas de alimentos.

N° de resisténcias

N° de antibiéticos

Clinicas % Alimentos %
2 6 33 2 18,2
3 2 11 1 9,1
4 4 22 1 9,1
5 1 55 0 0
6 1 55 1 9,1
Multirresisténcia* 14 77,8 5 45,5

& Resisténcia a pelo menos dois antibiéticos.

Das cinco cepas provenientes de alimentos com caracteristica de
resisténcia multipla detectadas neste estudo, quatro (80%) foram isoladas de
alimentos de origem animal, a saber: carne suina, bovina, e de aves e apenas
uma cepa era de origem diversa, sendo isolada de vatapa que é considerado
prato pronto para consumo (Tabela 05). No entanto sabe-se que esta
preparacdo normalmente tem entre seus ingredientes produtos de origem

animal como peixe e camaréo.
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Tabela 05 - Origem das cepas de E. coli isoladas de alimentos e sua
resisténcia aos antimicrobianos testados.

Alimentos Perfil de resisténcia aos antibiéticos
Leite pasteurizado AMP
Vatapa TET
Salada (complemento de acarajé) TET
Queijo mussarela TET
Torta salgada mista TET
Pao de metro recheado TET
Carne suina salgada TET, CLO
Carne bovina moida in natura CFL, AMC
Vatapa AMP, TET, SUT
Carne bovina moida in natura AMP, CFL, TET, AMC
Frango in natura AMP, CFL, GEN, TET, SUT, CIP

AMP, ampicilina; TET, tetraciclina; SUT, trimetoprim/sulfametoxazol; CLO, cloranfenicol; CFL, cefalotina;
AMC, amoxicilina/clavulanato; GEN, gentamicina; CIP, ciprofloxacina.

Estes achados sdo semelhantes aqueles reportados por Martins et
al., (2003) que avaliaram 124 cepas de Escherichia coli isoladas de alimentos
de origem animal no estado do Ceara e constataram multirresisténcia em 63%
delas, resultados similares também foram encontrados por Jouini et al. (2009)
entre E. coli provenientes de alimentos de origem animal.

Campos et al., (2006) avaliaram 69 cepas de E. coli isoladas de
queijo e leite e de maos e secrecdo nasal de manipuladores obtendo
percentual de resisténcia de 39,1% para cefalotina, tetraciclina e
trimetoprim/sulfametoxazol. As cepas isoladas de leite apresentaram maior
percentual de resisténcia a tetraciclina o que pode ser explicado pelo fato deste
antimicrobiano ser muito utilizado no tratamento de infecgcbes da glandula
mamaria.

Em caso de mastites, além da tetraciclina, sdo também prescritos
trimetoprim/sulfametoxazol, enrofloxacina, neomicina, estreptomicina e
gentamicina (MOREIRA et al., 2008), portanto em produtos lacteos é de se
esperar um maior percentual de cepas resistentes a estes antibioticos.

Com base no perfil de susceptibilidade exibido pelas cepas

estudadas, observou-se a formacdo de 14 perfis distintos de resisténcia aos
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antibioticos testados. Puderam-se identificar trés perfis idénticos entre as cepas
clinicas e de alimentos: AMP; TET; e AMP, TET, SUT (Tabela 06).

Tabela 06 — Distribuicdo dos padrdes de resisténcia encontrados entre cepas
de espécimes clinicas e isoladas de alimentos.

Antibiéticos — N° de Cepgs
Clinicas Alimentos
AMP 2 1
TET 2 5
AMP, TET 1 0
AMP, SUT 3 0
TET, CLO 0 1
TET, SUT 2 0
AMC, CFL 0 1
AMP, TET, SUT 2 1
AMP, TET, SUT, CLO 3 0
AMP, TET, CFL, AMC 0 1
TET, GEN, CIP, LVX 1 0
AMP, TET, CFL, CIP, LVX 1 0
AMP, TET, SUT, CFL, GEN, CIP 0 1
AMP, TET, SUT, CFL, CIP, LVX 1 0
Total 18 11

AMP, ampicilina; TET, tetraciclina; SUT, trimetoprim/sulfametoxazol; CLO, cloranfenicol; CFL,
cefalotina; AMC, amoxicilina/clavulanato; LVX, levofloxacina; CIP, ciprofloxacina; GEN,
gentamicina, CRO, ceftriaxona, CTX, cefotaxima.
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3.2.Padrao clonal

Em relacdo ao perfil genético das cepas obtido por eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE) foram encontrados 31 perfis distintos. Nao se
observou cepas com padrdo eletroforético indistinguivel que pudessem
caracterizar um clone.

De acordo com Tenover et al. (1995) cepas geneticamente
indistinguiveis tem, em seu padrdo de PFGE, o mesmo numero de bandas,
aparentemente com o mesmo tamanho. Eventos genéticos como mutagdes ou
insercbes de DNA alteram este padrao resultando em diferencas de duas ou
trés bandas entre isolados.

O maior percentual de similaridade encontrado foi de 84,21%, entre
um isolado clinico e uma cepa de alimentos o que representa 6,5% das
amostras (Figura 04).

Estes perfis tiveram, entre si, diferenca de trés bandas, e pelos
critérios de Tenover et al. (1995) seriam classificados como clones
relacionados. No entanto, o percentual de similaridade ndo atingiu o valor de
corte estabelecido de 90% de semelhanca pelo coeficiente de Dice para ser
considerado como perfil relacionado.

A auséncia de um clone, neste estudo, pode ser explicada pelo fato
de que as cepas ndo eram relacionadas epidemiologicamente, sendo isoladas
em locais diferentes e tendo apenas em comum o periodo em que foram
obtidas e algumas caracteristicas de resisténcia. Além disso, as cepas clinicas
foram obtidas de pacientes ambulatoriais nao relacionadas
epidemiologicamente. Corroborando este achado, Avery et al. (2004)
observaram maior semelhanca entre os perfis dos isolados de E. coli
relacionados do que entre aqueles de origens diversa sem qualquer relacéo

epidemiologica.
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Figura 04 - Dendrograma gerado pelo software GelCompar Il mostrando,
através do coeficiente de Dice, a relagdo entre os 31 perfis representativos dos

isolados de Escherichia coli clinicos e de alimentos.
* sensibilidade intermediaria

Mesmo quando se estuda cepas geograficamente relacionadas é
possivel a ndo ocorréncia de clones conforme relatado por Campos et al.
(2009), que observaram auséncia de um clone endémico e grande diversidade

entre cepas de E. coli humanas e de alimentos isoladas em um laticinio.
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Na prética a tipagem de microrganismos € mais efetiva como auxiliar
nas investigacdes de surto, quando sdo aplicadas a pequenos numeros de
isolados relacionados epidemiologicamente (TENOVER et al, 1995). Contudo,
faz-se necessario estudar cepas de origens diferentes, ndo pertencentes a
surtos, especialmente aquelas que apresentam resisténcia a antimicrobianos,
para avaliar possiveis modificagbes do seu genoma que reflitam sobre suas
similaridades buscando informacdes sobre sua origem, bem como o impacto
sobre a saude publica, trazendo, por conseguinte, estratégias de controle.

Ha semelhanca entre os resultados obtidos por este trabalho e os
descritos por Thorsteinsdottir et al. (2010) que encontraram baixa relacao de
similaridade entre isolados humanos, de animais e alimentos, no entanto,
observaram que um isolado humano tinha perfil idéntico a isolados de carne de
frango sugerindo a transmissdo de bactérias resistentes entre homens e
animais.

Alguns estudos, todavia, conseguiram observar a ocorréncia de
clones entre cepas de origens diversas como Cesaris et al. (2007) entre cepas
nao relacionadas e Katsunuma et al. (2008) que encontrou padrdes idénticos
entre cepas oriundas de frangos de corte e humanos, entretanto os isolados
eram geograficamente relacionados.

Neste trabalho, em virtude da néo existéncia de correlagdo genética
entre os isolados ndo foi possivel estabelecer relacdo epidemioldgica entre o0s
mesmos, ao contrario de Ramchandani et al. (2005) que descreveram cepas
resistentes de E. coli proveniente de animais com perfil eletroforético
indistinguivel em relacdo a um grupo clonal responsavel por infecgdes do trato
urinario nos Estado Unidos, aventando a hipotese de que estas infeccdes em
humanos seriam, na verdade, doengas de origem alimentar, o que traria sérias
implicacBes para a saude publica.

Assim também Manges et al., (2007) demonstraram evidéncias
epidemiologicas de que mulheres com infec¢des do trato urinario por E. coli
resistente haviam adquirido esta cepa através de alimentos de origem animal e
Johnson et al. (2007) revelaram que na populacdo norte americana muitas das
E. coli fecais resistentes foram adquiridas muito provavelmente de aves de
capoeira do que dos préprios humanos.
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O maior percentual de similaridade encontrado entre as cepas de
alimentos foi de 72,73% entre dois isolados oriundos das matrizes vatapa e pao
metro com lombinho e queijo provenientes, inclusive, de municipios diferentes
(dados ndo mostrados), mas que apresentaram em comum resisténcia a
tetraciclina (Figura 05). Entre as cepas clinicas esse percentual foi de 81,82%,
também encontrado entre duas cepas sendo as mesmas obtidas de
coproculturas e ambas resistentes a tetraciclina (Figura 06).

A resisténcia a antimicrobianos é uma caracteristica que pode
facilitar o agrupamento de microrganismos resistentes em estudos de
genotipagem, no entanto, neste estudo as cepas que apresentavam 0 mesmo
perfil de resisténcia, conforme mostrado na Tabela 05, ndo foram alocadas em
grupos semelhantes quando seus perfis foram avaliados, sugerindo-se entéao
gue somente a caracteristica de resisténcia a antimicrobianos néo é suficiente
para determinar agrupamento de perfis em se tratando de cepas néo
relacionadas epidemiologicamente. As cepas com maior percentual de
similaridade apresentavam em comum resisténcia a tetraciclina, mas tinham
padrdes de resisténcia diferentes em relagdo aos outros dez antimicrobianos

testados.
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4. CONCLUSOES

Considerando as analises realizadas e os resultados obtidos por
este trabalho pode-se concluir que:

e As cepas de Escherichia coli estudadas ndo apresentaram altos
percentuais de resisténcia aos antimicrobianos. No geral, a maioria das cepas

foi suscetivel aos 11 antimicrobianos testados.

e Dentre as cepas resistentes houve prevaléncia de resisténcia a
tetraciclina e ampicilina entre os isolados clinicos e para as cepas oriundas de

alimentos essa prevaléncia foi maior para tetraciclina.

e Apesar de a maioria das cepas ter sido sensivel aos
antimicrobianos testados observou-se, entre as resistentes, percentuais
elevados de multirresisténcia, principalmente entre os isolados clinicos e as

cepas de alimentos de origem animal.

e Avaliando os resultados de todas as cepas de E. coli testadas,
independentemente da origem das mesmas, a tetraciclina aparece em primeiro

lugar em nimero de cepas resistentes.

e Houve coincidéncia para trés perfis de resisténcia entre cepas
clinicas e de alimentos, entretanto essa semelhanca nédo foi suficiente para que
as cepas fossem agrupadas como similares apos a realizacdo da tipagem

molecular dos microrganismos.
e A tipagem molecular dos isolados resistentes por PFGE resultou

em 31 perfis distintos, demonstrando a heterogeneidade de perfis encontrada

dentre as cepas estudadas.
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e Em virtude da diversidade de perfis relatada, ndo foi possivel
determinar a presenca de clones entre as cepas, tampouco de grupos clonais,
pois os padrdes de bandas foram bastante distintos. Também nao se observou
similitude em meio aos isolados de mesma origem que pudesse estabelecer

um padrdo molecular prevalente entre eles.

e Em face da variedade de perfis determinada, ndo se poéde
estabelecer ligacdo epidemioldgica entre os isolados resistentes de origem

diferentes nem mesmo dentre aqueles de mesma procedéncia.

e Quando se estuda cepas sem relagcdo epidemiologica a
possibilidade de ocorréncia de clones entre os isolados é pequena. Além disso,
nestes casos, caracteristicas em comum como resisténcia a antimicrobianos

nao sao suficientes para agrupar os isolados em estudos moleculares.
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ABSTRACT

MELO, D. B. Clonality by PFGE and antimicrobial susceptibility profile of
strains of Escherichia coli isolated from food and clinical specimens.
Orientador: Prof. Dr. Alaise Gil Guimaraes.

The antimicrobial resistance of microorganisms has increased in recent times
arousing concern of organs of public health. Resistant Microorganisms can be
transferred to humans through consumption of contaminated food, may cause
diseases difficult—to or promote the spread of antibiotic resistance genes. The
goal of this work was to determine the antimicrobial susceptibility profile of
strains of Escherichia coli isolated from clinical samples of foods and in the
State of Bahia, and determine their clonal and epidemiologic profile. The
antimicrobial sensitivity assessment was performed by disk diffusion on agar as
methodology of CLSI being tested 11 antibiotics and the clonal profile was
obtained by Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE. Photographs of gels
were evaluated by software GelCompar Il for assessment of the similarity
between profiles and creation of dendrogramas. Of 84 strains evaluated 53
(63%) were susceptible to microbial tested 11, two (2.4%) had intermediate
sensitivity profile and 29 have resistance to at least one antimicrobial. Ampicillin
and tetracycline antibiotics were for which clinical isolates showed the highest
degree of resistance, already among the strains isolated from food standard
resistance was greater for tetracycline. There was a high percentage of multi-
drug resistant strains, particularly among clinical isolates. Further training of 14
profiles of resistance between the strains being three common profiles between
clinical isolates and food and ignoring the origin of strains tetracycline appeared
first in terms of number of e. coli resistant. In relation to the genetic profile of
strains obtained by Pulsed Field (PFGE) were found 31 distinct profiles not
observing strains with default eletroforético indistinguishable that could
characterize a clone. Thus, on grounds of non-existence of genetic correlation
between isolates could not establish epidemiological link between them. The
greatest percentage of similarity was found 84.21%, between a clinical and
strain isolated from food representing 6.5% of samples. Between the strains of
food this percentage was 72.73% and for the clinical strains 81.82%. Strains
with higher percentage of similarity presented in common resistance to
tetracycline. The strains of Escherichia coli studied failed to provide high
resistance to antimicrobials, however observed large percentage of multi-drug
resistant isolates. Two antibiotics stood out in terms of number of strains
resistant: ampicillin and tetracycline. Through molecular typing not detected
clones as well as it could not be established epidemiologic relation between the
strains, because their profiles were quite different. Thus, it is suggested that
between different source isolates the possibility of clones is small.

Keywords: resistance, Escherichia coli, PFGE, clonality
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CONCLUSOES GERAIS

A ocorréncia e prevaléncia de cepas resistentes aos
antimicrobianos, bem como a preocupacdo com a propagagao de
microrganismos resistentes, tém aumentado nos ultimos anos fazendo com que
estudos nesta area se avolumem.

A conjugacdo de métodos fenotipicos e genotipicos para avaliagéo
de microrganismos tem se mostrado eficiente nos estudos epidemioldgico-
moleculares trazendo resultados satisfatorios e contribuindo para evolucao das
pesquisas neste campo do conhecimento cientifico.

Este trabalho contribuiu para a pesquisa nesta area, analisando
microrganismos isolados no estado da Bahia, através da avaliacdo de inter-
relacdes entre cepas de Escherichia coli resistentes de origem humana e de
alimentos, proporcionando a obtencéo de dados regionais.

No entanto, como 0 numero de cepas analisadas foi pequeno e sua
coleta foi relativamente restrita, faz-se necessaria a realizacdo de maiores
estudos que englobem um numero superior de cepas e que seja mais
representativo levando em consideracdo as dimensoes territoriais do estado da
Bahia.
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Apéndice A — Termo de compromisso para utilizagéo dos dados das cepas de
origem humana empregadas na pesquisa.

o ht,
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DE ALIMENTOS

Rua Baréo de Jeremoabo s/n, Campus de Ondina, Salvador-BA, CEP: 40.170-290
Tel: (71) 3283-6920 e-mail: pgali@ufba.br

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS

Titulo do Projeto
Cadastro no CEP

Os autores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos sujeitos da pesquisa, cujos dados serdo coletados em
prontuarios (ou base e/ou banco de dados) do(a) .... (identificar a instituicao, e,
se necessario, o setor ... ou outra denominacdo interna da instituicdo que é
detentora do referido banco de dados e/ou prontuarios nos quais seréo
coletados os dados). Concordam, igualmente, que essas informacdes seréo
utilizadas unica e exclusivamente com finalidade cientifica para execuc¢do do

presente projeto, preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes.

Salvador, de de

Nome dos Pesquisadores Assinatura
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APENDICE B — Formuléario utilizado na coleta de informacdes das cepas de Escherichia coli isoladas de alimentos

‘%. UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
s FACULDADE D~E FARMACIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS
PESQUISA: Padréao clonal e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de cepas de Escherichia coli isoladas de
alimentos e de espécimes clinicas

FORMULARIO DE ISOLADOS ALIMENTARES

. Surto / L
. . Data de Método de . . Laboratério de . Outras
Microrganismo isolamento | isolamento Plz(s)gtr;ii/a Cidade Procedéncia Alimento Informacgdes
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APENDICE C — Formuléario utilizado na coleta de informacdes das cepas de Escherichia coli isoladas de amostras clinicas

N

o 23

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS GRADUAQAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS
PESQUISA: Padréao clonal e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de cepas de Escherichia coli isoladas de
alimentos e de espécimes clinicas

FORMULARIO DE ISOLADOS CLINICOS

NO

Microrganismo

Data de
isolamento

Método de
isolamento

Material do
isolamento

Cidade

Procedéncia
(Hospital, Lab.)

Paciente

Sexo

Idade

Observacao
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APENDICE D - Informacdes das cepas de Escherichia coli isoladas de
alimentos utilizados no estudo.

ANTIMICROBIANOS

DATA DE
D FONTE isoLamENTO ORIGEM AMP AMC CFL CTX CRO GEN TET CIP LVX SUT CLO
14 ALIMENTO 14/01/2009 Hamburguer cru S S S S S S S S S S S
15 ALIMENTO 26/08/2008 Vatapa S S S S S S R S S S S
16 ALIMENTO 16/06/2008 Camaréo S S S S S S S S S S S
17 ALIMENTO 22/07/2008 Vatapa R S I S S S R S S R S
19 ALIMENTO 16/06/2008 Salada S S S S S S S S S S S
20 ALIMENTO  26/08/2008 Salada S S S S S S R S S S S
22 ALIMENTO  22/04/2009 Carne bovina in natura S S S S S S S S S S S
27 ALIMENTO  27/02/2009 Salada Crua S S S S S S S S S S S
28 ALIMENTO  27/02/2009 Filé de peixe frito S S S S S S S S S S S
29 ALIMENTO  28/02/2009 Macardo cozido S S S S S S S S S S S
30 ALIMENTO  24/06/2009 Queijo mussarela S S S S S S R S S S S
31 ALIMENTO  25/06/2009 Queijo Minas Frescal de bufala S S | S S S S S S S S
32 ALIMENTO  21/07/2009 Carne bovina in natura R R R S S S R S S S |
33 ALIMENTO 22/07/2009 Queijo prato lanche S S S S S S S S S S S
34 ALIMENTO  23/07/2009 Manteiga S S S S S S S S S S S
35 ALIMENTO  20/07/2009 Arrumadinho S S S S S S S S S S S
36 ALIMENTO 21/07/2009 Queijo mussarela S S S S S S S S S S S
37 ALIMENTO 01/07/2009 Arroz cozido S S S S S S S S S S S
38 ALIMENTO  21/07/2009 Carne bovina in natura | R R S S S S S S S S
39 ALIMENTO 21/07/2009 Queijo mussarela S S S S S S S S S S S
40 ALIMENTO 28/07/2009 Carne bovina in natura moida S S S S S S S S S S S
41 ALIMENTO  28/07/2009 Carne do sol S S S S S S S S S S S
42 ALIMENTO  28/07/2009 Espinhago salgado de suino S S S S S S R S S S R
43 ALIMENTO 01/07/2009 Frango assado S S S S S S S S S S S
44 ALIMENTO  01/07/2009 Arroz cozido S S S S S S S S S S S
45 ALIMENTO  01/07/2009 Feijdo tropeiro S S S S S S S S S S S
46 ALIMENTO 01/07/2009 Frango assado S S S S S S S S S S S
47 ALIMENTO  01/07/2009 Feijdo tropeiro S S S S S S S S S S S
48 ALIMENTO  10/08/2009 Torta de queijo e presunto S S S S S S R S S S S
49 ALIMENTO  10/08/2009  P&o metro com lombinho e queijo S S S S S S R S S S S
50 ALIMENTO  04/08/2009  Leite pasteurizado tipo C integral S S S S S S S S S S S
51 ALIMENTO 10/08/2009 Frango in natura R S R S S R R R | R |
53 ALIMENTO  13/08/2009 Aipim descascado S S S S S S S S S S S
54 ALIMENTO  27/08/2009 Salada de Frutas S S S S S S S S S S S
56 ALIMENTO  16/09/2009 Carne suina in natura S S | S S S S S S S S
63 ALIMENTO  29/09/2009 Leite pasteurizado tipo Cintegral R S S S S S S S S S S
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Apéndice E - Informacgdes das cepas de Escherichia coli isoladas de
espécimes clinicos utilizadas no estudo.

ANTIMICROBIANOS
ID DATADE — orvy FONTE
ISOLAMENTO AMP AMC CFL CTX CRO GEN TET CIP LVX SUT CLO
4 29/03/2009 F URINA S S S s S S S S s s s
5  29/03/2009 M URINA S S S s S S S S s s s
6 31/03/2009 F URINA S S S s S S S S s s s
7 30/03/2009 F URINA R S S s S S R S S R S
8  31/03/2009 F URINA R S S s S S R S S R S
9  31/03/2009 F URINA R S S s S S S S s R S
10  01/04/2009 F URINA S S S s S S S S s s s
11  01/04/2009 F URINA R S S s S S R S S s s
12 04/04/2009 F URINA R S S S S S S S s s s
18  03/04/2009 M COPRO S S S s S S S S s s s
19  31/03/2009 F COPRO S S S S S S R S S R S
20  04/04/2009 F COPRO S S S s S S S S s s s
21  03/04/2009 M COPRO S S S S S S S S s s s
22 04/04/2009 F COPRO S S S s S S S S s s s
25  09/04/2009 F COPRO R S S S S S S S s R S
26  11/04/2009 F COPRO S S S s S S S S s s s
27  07/04/2009 M COPRO R S S S S S R S S R R
28  13/04/2009 M COPRO S S S s S S S S s s s
29  09/04/2009 M COPRO S S S S S S S S s s s
30 06/04/2009 F COPRO S S S s S S S S s s s
35  28/04/2009 F COPRO S S S S S S S S s s s
37  09/04/2009 F COPRO S S S s S S R S S R S
40  04/05/2009 F COPRO R S R | | S R R R S s
41  28/04/2009 F COPRO S S S s S S S S s s s
43 06/05/2009 M COPRO S S | S S R R R R S s
45  20/05/2009 F COPRO S S S S S S S S s s s
46 22/05/2009 F COPRO S S S S S S S S s s s
47  15/05/2009 M COPRO R S S S S S R S S R R
48  22/05/2009 F COPRO S S S S S S S S s s s
49  08/05/2009 M COPRO S S S S S S S S S s s
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APENDICE E, Cont.

DATA DE ANTIMICROBIANOS
D ISOLAMENTO SEXO FONTE AMP AMC CFL CTX CRO GEN TET CIP LVX SUT CLO
50 22/05/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
51 11/05/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
55 27/05/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
56 25/05/2009 F COPRO S S S S S S R S S S S
57 23/05/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
58 26/05/2009 F COPRO R S S S S S S S S R S
59 29/05/2009 M COPRO R S S S S S R S S R R
60 29/05/2009 F COPRO S S I S S S R S S S S
63 04/06/2009 M COPRO S S S S S S S S S S S
64 01/06/2009 M COPRO S S S S S S S S S S S
65 02/06/2009 M COPRO S S S S S S S S S S S
66 30/05/2009 F COPRO R S S S S S S S S S S
67 02/06/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
68 01/06/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
72 08/06/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
73  05/06/2009 F COPRO R S R S S S R R R R S
74 08/06/2009 F COPRO S S S S S S S S S S S
75 09/06/2009 M COPRO S S S S S S S S S S S
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APENDICE F. Imagens representativas dos géis de eletroforese em campo
pulsado das cepas utilizadas neste estudo.
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