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RESUMO

A resisténcia a cefalosporinas de espectro estendido (ESC) mediada pela producdo de B-
lactamases de espectro estendido (ESBL) por Enterobacteriaceae € um problema de salde
publica global. Neste contexto, 0 aumento da resisténcia a ESC entre Escherichia coli isoladas
de animais de producao € uma questdo importante, uma vez que bactérias comensais de animais
de producdo podem contaminar os produtos alimenticios e chegar ao intestino humano via
cadeia alimentar. O Brasil é um importante produtor e 0 maior exportador de carne de frango
no mundo. Assim, € de extrema importancia monitorar a presenca dessas bactérias neste setor
alimentar. No presente estudo, foi realizada uma comparacdo do genotipo de resisténcia a ESC
em E. coli isoladas a partir de carnes de frango no Brasil e na Franca, considerando que ndo ha
relacdo comercial de carne de frango entre esses dois paises. Esta abordagem pode ser Gtil para
compreender as dindmicas dos fatores de resisténcia na cadeia de producao de frangos. Alem
disso, linhagens isoladas do trato gastrointestinal de frangos no Brasil foram também estudadas.
Para isso, amostras de carnes de frango de diferentes pontos do varejo e swabs de cloaca de
frangos de trés diferentes fazendas foram coletadas no Estado de S&o Paulo, Brasil. Também,
amostras de carnes de frango de diferentes pontos do varejo de Lyon, Franca, foram amostradas.
As amostras de carne e 0s swabs de cloaca de frangos foram inoculados em agar MacConkey
acrescido com ESC. As colbnias foram identificadas por sistema automatizado, e a
suscetibilidade aos antimicrobianos foi testada por disco-difusdo. PCR para detecgédo de genes
blaeseL e blapampc € para a determinacdo dos grupos filogenéticos de E. coli foram realizadas.
Os genes bla foram sequenciados e os plasmideos foram caracterizados pelo esquema PBRT e
por southern blot/hibridacdo de géis de PFGE-S1. Quase todas as carnes de frango
apresentaram, ao menos, uma linhagem de E. coli resistente a ESC, e 53,8% dos frangos
analisados também estavam colonizados por E. coli resistente a ESC. Resisténcia a
aminoglicosideos, fenicdis, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclina e trimetoprim também foi
detectada. Um total de 60 linhagens isoladas de amostras do Brasil foram estudadas, e o0 gene
blactx-m-2 foi o principal responsavel pela resisténcia a ESC, mas blactx-m-ss, blacmy-2, blacTx-
M-15 € blactx-m-s também foram detectados. De 77 linhagens isoladas de amostras de carne de
frango da Franca, o gene blactx-m-1 foi o principal responsavel pela resisténcia a ESC, mas
blatem-s2, blacmy-2 e blasyv-12 também foram detectados. A maioria dos blactx-m-2 estéo
associados a ISCR1 e a integrons complexos de classe 1, e blacTx-m-1, blactx-m-15, blacTx-m-ss,
e 0s oito blacmy-2 do Brasil estdo precedidos pela ISEcpl. O gene blacTx-m-s esta associado a

IS10. Nas amostras do Brasil, um gene blactx-m-2 é carreado por um plasmideo IncHI2/P,



blactx-m-s por um plasmideo Incl1, um gene blacTx-m-15 por um plasmideo IncX1, e os genes
blactx-m-55 por plasmideos IncFIl ou IncN/FII. Nas amostras de carnes de frango da Franca, 0s
genes blactx-m-1 80 carreados por plasmideos Incll ou IncFll, blatem-s2 por plasmideos Incll
ou IncX1, blacmy-2 por plasmideos IncA/C ou IncK, e o gene blasnv-12 por um plasmideo Incl1.
Todos os quatro principais grupos filogenéticos de E. coli (A, B1, B2, D) foram detectados,
porém o filogrupo D foi predominante entre as linhagens do Brasil, e os filogrupos D, A e B1
foram igualmente distribuidos nas linhagens recuperadas na Franca. Em resumo, E. coli
presentes na cadeia de producao de frangos carreiam genes de ESBL e de AmpC plasmideal, e
genes, plasmideos e linhagens resistentes a antimicrobianos parecem ser especificos em cada

regido geogréafica.

Palavras-chave: Escherichia coli. ESBL. pAmpC. frango.



ABSTRACT

Resistance to extended spectrum cephalosporins (ESC) mediated by the production of
extended-spectrum B-lactamases (ESBL) by Enterobacteriaceae is a global public health
concern. In this context, the raise in ESC-resistance among Escherichia coli isolated from food-
producing animals is an important issue, since commensal bacteria from producing animals
may contaminate food products and reach the human gut through the food chain. Brazil is an
important producer and the greatest exporter of chicken meat in the world, so, it is of utmost
importance to monitor the presence of these bacteria in this food sector. In this study, a
comparison of the resistance genotype to ESC in E. coli isolated from chicken meat produced
in Brazil and France was performed, considering that there is no commercial relationship of
chicken meats between these countries. This approach may be useful to understand the
dynamics of the resistance factors in chicken production chain. Also, isolates from cloacal
swabs collected in Brazil were studied. For this, samples of chicken meat from different markets
and chicken cloacal swabs from three separate farms were sampled in the State of Séo Paulo,
Brazil. In addition, chicken meat samples were acquired from markets in Lyon, France. Meat
samples and cloacal swabs were inoculated on MacConkey agar supplemented with ESC.
Colonies were identified by an automated system, and antimicrobial susceptibility was tested
by disc diffusion. PCRs for detection of blagssL and blapampc genes were performed and
phylogenetic groups were determined. The bla genes were sequenced, and plasmids were
characterized by rep-typing and southern blot/hybridization on S1-PFGE gels. Almost all pieces
of chicken meat presented at least one ESC-resistant E. coli, and 53.8% of chickens were also
colonized by ESC-resistant E. coli. Resistance to phenicols, quinolones, aminoglycoside and
sulphonamides was also detected. A total of 60 strains isolated from Brazilian samples was
studied and the blactx-m-2 gene was the main responsible for the ESC-resistance, but blactx-m-
55, blacmy-2, blacTx-m-15 and blactx-m-g were also detected. From 77 strains isolated from chicken
meat samples from France, the blactx-m-1 gene was the main responsible for ESC-resistance,
but blatem-s2, blacmy-2 and blashv-12 were also detected. Most of blactx-m-2 were associated to
ISCR1 and complex class 1 integrons, and blactx-m-1, blactx-m-15, blactx-m-s5, and the eight
blacmy-2 from Brazil were preceded by ISEcpl. The blactx-m-s gene was associated to 1S10. In
samples from Brazil, one blactx-m-2 gene was harbored by an IncHI2/P plasmid, blactx-m-s was
carried by an Incll plasmid, one blactx-m-15 was carried by an IncX1 plasmid, and the blacTx-
m-55 genes were harbored by IncFIl or IncN/FII plasmids. In chicken meats from France, the

blacTx-m-1 genes were harbored by Incl1 or IncFIl plasmids, blaTtem-s2 were carried by Incll or



IncX1 plasmids, blacmy-2 were carried by IncA/C or IncK plasmids, and the blasHv-12 gene was
harbored by an Incl1 plasmid. All four major phylogenetic groups (A, B1, B2, D) were present,
but phylogroup D was predominant among strains from Brazil, and phylogroups D, A and B1
were equally distributed in strains recovered in France. In summary, E. coli in the chicken
production chain carry genes for ESBL and plasmidic AmpC, and genes, plasmids and

antimicrobial resistant strains seem to be specific for each geographic region.

Key words: Escherichia coli. ESBL. pAmpC. chicken.
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli: importancia da resisténcia aos antimicrobianos em saude publica e

na cadeia produtora de alimentos

Escherichia coli é uma espécie bacteriana pertencente a familia Enterobacteriaceae
(dominio  Bacteria, filo  Proteobacteria, classe = Gammaproteobacteria, ordem
“Enterobacteriales™), descoberta em 1885 pelo médico alemdo Theodor Escherich, sendo, a
época, denominada Bacillus coli communne (Mainil, 2013; PHE, 2015; Shulman, Friedmann e
Sims, 2007). S&o bacilos Gram-negativos amplamente distribuidos na natureza, mesofilos
(temperatura 6tima de crescimento populacional em torno de 37 °C), pequenos (células com
0,25-1,0 um de didametro por 2,0 um de comprimento), geralmente, com flagelos peritriquios,
ndo formadores de enddsporo. Capazes de utilizar a D-glicose como Unica fonte de carbono e
energia, sdo anaerdbios facultativos, oxidase-negativos, catalase-positivos, podem fermentar
tanto a glicose quanto a lactose, e, neste caso, sempre com producdo de acido e gas, ndo utilizam
citrato como fonte de carbono, produzem indol e reduzem nitratos a nitritos (Brenner e Farmer
I11, 2005; PHE, 2015).

E. coli é a espécie predominante entre as Enterobacteriaceae encontradas no trato
gastrointestinal (TGI) humano e de animais, sendo que varios sorotipos sao comensais (Drasar
e Hill, 1974). Como parte da microbiota normal, trazem beneficios ao hospedeiro por
sintetizarem &cidos graxos, vitaminas K e do complexo B, além de competirem com bactérias
patogénicas por sitios de colonizacdo no TGI (Drasar e Hill, 1974).

Entretanto, diversos patotipos apresentam uma combinacéo de fatores de viruléncia que
Ihes permitem causar infeccdo do TGI (enteropatogenos diarreiogénicos) ou extraintestinais
(EXPEC, do inglés extraintestinal pathogenic E. coli) (Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Newell
et al., 2010; Russo e Johnson, 2000). Dentre essas ultimas, as E. coli causadoras de infecgédo
urinaria (UPEC) sdo grande foco de atencéo, pois podem afetar tanto humanos quanto animais
(Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Stapleton, 2014). H4, também, as E. coli patogénicas de aves
(APEC), causadoras de colibacilose (Rodriguez-Siek et al., 2005), por vezes considerada uma
causadora de infeccdo extraintestinal em humanos (Stapleton, 2014). De fato, diversos estudos
demonstram a similaridade entre as APEC e as UPEC (Ewers et al., 2007; Johnson, J. R. et al.,
2007; Rodriguez-Siek et al., 2005).

A presenca de E. coli em alimentos indica falhas na higiene durante o processamento e

contaminacédo de origem fecal, sendo que elevadas contagens podem indicar a contaminagéo
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por niveis significativos de outros enteropatdgenos (Eisel, Linton e Muriana, 1997; Gill,
McGinnis e Badoni, 1996). Tanto patotipos comensais, diarreiogénicos ou EXPEC podem ser
transmitidos para 0 homem através do consumo de carnes (Jakobsen et al., 2010; Jakobsen,
Hammerum e Frimodt-Moller, 2010; Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Leite e Franco, 2006;
Manges et al., 2007; Newell et al., 2010; Pruimboom-Brees et al., 2000).

Nos ultimos anos, tem-se observado o aumento nas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos em E. coli isoladas de individuos com infec¢des na comunidade e em hospitais
(Minarini et al., 2007; Teichmann et al., 2014). Paralelamente, aumentam os relatos do
isolamento de E. coli virulentas e resistentes aos antimicrobianos a partir de aves e carne de
frango (Botelho et al., 2015; Casella et al., 2015; Ferreira et al., 2016; Johnson et al., 2009;
Koga et al., 2015; Maciuca et al., 2015; Tadesse et al., 2012). Este fato é considerado
consequéncia da selecdo de linhagens resistentes no trato gastrointestinal dos animais, devido
ao intenso uso de antimicrobianos para o tratamento preventivo ou de infeccdes, e também
como promotores de crescimento (Andersson e Hughes, 2014; McEwen e Fedorka-Cray, 2002;
Seiffert et al., 2013; Volkova et al., 2012).

Durante o abate do animal e o0 processamento para a producdo da carne, bactérias
resistentes do TGI dos animais podem contaminar a carcaca e, posteriormente, via cadeia
alimentar, chegar ao TGI humano (Kilonzo-Nthenge, Rotich e Nahashon, 2013), onde atuam
como reservatorios de genes de resisténcia transmissiveis horizontalmente para a microbiota
humana (Capozzi e Spano, 2009), ou disseminam para outros sitios corporais, causando
infeccdes de dificil tratamento (Carattoli, 2008; Prescott, 2008; Price et al., 2007; Ramchandani
et al., 2005; Smet et al., 2010; Soulsby, 2007).

Neste contexto, carnes de frango sdo consideradas potenciais fontes de EXPEC para
humanos (Manges et al., 2007; Manges e Johnson, 2012; Mellata, 2013; Mitchell et al., 2015),
e a relacdo epidemioldgica entre linhagens resistentes a antimicrobianos isoladas de humanos
e de carnes de frango tem sido demonstrada (Belmar Campos et al., 2014; Bergeron et al., 2012;
Johnson et al., 2006, 2009; Johnson, J. R. et al., 2007; Kluytmans et al., 2013; Leverstein-van
Hall et al., 2011; Lyhs et al., 2012; Manges et al., 2007; Manges e Johnson, 2012; Poirel,
Bonnin e Nordmann, 2012; Ramchandani et al., 2005; Seiffert et al., 2013; Tadesse et al., 2012;
Vanni et al., 2014; Vincent et al., 2010).

Diante da possibilidade se carnes serem veiculo para a transmissao de UPEC de animais
de producdo para humanos, foi sugerido que as infecg¢fes do trato urinério sejam classificadas
como doengas de origem alimentar (Nordstrom, Liu e Price, 2013; Ramchandani et al., 2005)

e zoonoses (Jakobsen et al., 2012), mas investigacOes adicionais sdo necessarias para
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quantificar, com precisdo, a sua contribuicdo a essas infeccdes. No caso da classificagdo como
doenca de origem alimentar, a maior ocorréncia das infec¢des seriam devidas a contaminacao
de mdos e objetos de cozinha durante 0 manuseio da carne crua, e posterior contaminacgéo do
alimento ja preparado, ao inves de uma contaminacdo direta pelo consumo das carnes cruas,

fato muito raro, especialmente tratando-se de carnes de frango.

1.2 A resisténcia aos antimicrobianos -lactamicos

Existem quatro principais classes de B-lactamicos utilizados na clinica humana:
Penicilinas, Cefalosporinas, Monobactdmicos e Carbapenémicos (Schneider e Sahl, 2010).
Todos 0s antimicrobianos fB-lactamicos caracterizam-se por possuirem um anel B-lactamico
(Figura 1), cuja estrutura quimica mimetiza a terminacdo D-alanina-D-alanina da cadeia lateral
pentapeptidica dos blocos de peptideoglicano que formam a parede celular das bactérias
(Schneider e Sahl, 2010). Dessa forma, o0 anel B-lactamico liga-se as transpeptidases (ou PBP —
do inglés, Penicillin Binding Proteins), impedindo-as de ligarem-se ao pentapetideo e
realizarem a ligacdo cruzada das cadeias de glicano e, assim, estabilizar a estrutura da parede
celular. Portanto, ¢ impressindivel que o anel B-lactimico mantenha-se integro para atuar
corretamente, cuja desestabilizacdo impede a ligacdo do antimicrobiano as PBP (Schneider e
Sahl, 2010).

Os B-lactamicos estdo entre os principais antimicrobianos utilizados no tratamento de
infeccdes do trato urinario e infecgbes por E. coli (Gupta et al., 2011). Entretanto, a taxa de
resisténcia a essa classe de antimicrobiano tem aumentado entre as E. coli isoladas de pacientes
hospitalizados (Bergeron et al., 2012; Manges e Johnson, 2012; Teichmann et al., 2014) e de
animais de producéo e carnes (Bergeron et al., 2012; Lyhs et al., 2012; Manges et al., 2007;
Manges e Johnson, 2012).

A transmissdo destas bacterias para 0 homem através da cadeia alimentar tem sido
discutida em varios estudos (Belmar Campos et al., 2014; Carattoli, 2008; Depoorter et al.,
2012; Fricke et al., 2009; Harada e Asai, 2010; Kluytmans et al., 2013; Leverstein-van Hall et
al., 2011; Manges et al., 2007; Overdevest et al., 2011; Poirel, Bonnin e Nordmann, 2012;
Seiffert et al., 2013; Vieira et al., 2011).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da estrutura quimica de antimicrobianos [-lactamicos.
A cadeia lateral (R) é variavel entre os diferentes B-lactdmicos, bem como o anel de tiazolidina,
que também apresenta variacBes entre as classes desse antimicrobiano, sendo, inclusive,
inexistente nos monobactamicos. O anel B-lactamico esta representado em vermelho. (Imagem
do autor)
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A resisténcia aos B-lactamicos é um importante desafio para a medicina, pois estes
antimicrobianos, principalmente as cefalosporinas de espectro estendido (ESC) — de terceira e
quarta geragdes — e 0s carbapenémicos, constituem as principais escolhas terapéuticas para o
tratamento de infeccOes graves (Coque, Baquero e Canton, 2008). De fato, os B-lactdmicos séo
antimicrobianos considerados “criticamente importantes”, tanto em medicina humana quanto
veterinaria, pela Organizacdo Mundial de Saude e pela Organizacdo Mundial para a Saude
Animal (OIE, 2014; WHO, 2012a). Isso significa que eles podem representar a Unica op¢édo, ou
estar entre um grupo limitado de opcGes disponiveis, para o tratamento de infeccdes humanas
graves, de infec¢Bes por microrganismos que podem ser transmitidos para humanos a partir de
fontes ndo humanas, ou que possam adquirir genes de resisténcia de fontes ndo humanas (WHO,
2012a).

A resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos ocorre por diversos mecanismos. A
produgdo de enzimas B-lactamases € o principal mecanismo em Enterobacteriaceae, que
desestruturam o anel B-lactamico, impedindo que o antimicrobiano se ligue as PBP (Bush,
2010).

As B-lactamases séo classificadas por dois principais critérios, baseado na estrutura
molecular da enzima (Ambler, 1980) ou em caracteristicas enzimaticas (Bush, Jacoby e
Medeiros, 1995). A classificacdo de Ambler divide as p-lactamases nas classes A a D, sendo
que as pertencentes as classes A, C e D sdo serina-B-lactamases, pois possuem o aminoacido

serina no centro ativo da enzima, e as enzimas pertencentes a classe B sdo metalo-p-lactamases,
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pois sdo dependentes de fons Zn*? como cofator para sua atividade (Ambler, 1980). Ja a
classificacdo de Bush-Jacob-Medeiros estabelece os grupos de 1 a 4, com subdivisdes, segundo
o substrato da enzima ¢ o perfil de inibigdo por inibidores de B-lactamases (Bush, Jacoby e
Medeiros, 1995).

1.2.1 As B-lactamases do tipo AmpC

As B-lactamases do tipo AmpC sdo enzimas do grupo 1 de Bush-Jacoby-Medeiros e da
classe C de Ambler (Ambler, 1980; Bush, Jacoby e Medeiros, 1995). Em diversas espécies de
Enterobacteriaceae, como Citrobacter freundii, Enterobacter spp., E. coli, Hafnia alvei,
Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp. e Shigella spp., essas
enzimas sdo codificadas por genes cromossdmicos, sendo sua hiperproducdo induzivel pela
exposicao a B-lactamicos (Bret et al., 1998; Coudron, Moland e Thomson, 2000; Hanson, 2003;
Jacoby, 2009; Paterson, 2006; Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Yagi et al., 2005). Por exemplo,
em E. coli ocorre producdo constante de AmpC em baixos niveis, provavelmente pela presenca
de um fraco promotor do gene (Bonomo e Tolmasky, 2007). Entretanto, as variantes codificadas
por genes localizados em plasmideos ganharam maior importancia, e estas tém sido detectadas
mundialmente em diversas espécies de Enterobacteriaceae ndo reconhecidas anteriormente por
hiperproduzirem-nas (Doi e Paterson, 2007).

As principais AmpC plasmidiais (pPAmpC) sdo CMY, MIR, MOX, LAT, FOX, DHA,
ACT, ACC e CFE (Jacoby, 2009). Salvo raras exce¢bes (como CMY-37), quando
hiperproduzidas, essas enzimas sdo capazes de hidrolisar todas as penicilinas, cefalosporinas
de primeira, segunda e terceira geracao, cefamicinas e o aztreonam, e ndo sdo suscetiveis aos
inibidores das B-lactamases (Bush, 2001). A variante CMY-37 sempre apresenta atividade
contra ESC, mesmo gquando produzida em pequenas quantidades. Entre todas as pAmpC, CMY
¢ a mais amplamente disseminada, sendo que E. coli produtoras de CMY sdo, frequentemente,
isoladas de carnes frescas comercializadas nos EUA (Mollenkopf et al., 2011), e esta enzima é
um dos mais importantes determinantes de resisténcia as cefalosporinas em Enterobacteriaceae
isoladas de animais de producéo (Rubin e Pitout, 2014; Zioga et al., 2008).

Ha poucos anos, CMY-2 foi detectada em um clone de Salmonella Typhimurium
produtor de OXA-30 relacionado a surtos de infeccdo alimentar na Europa (Antunes, Coque e
Peixe, 2010), e a disseminagdo de um plasmideo carreador de CMY-2 entre E. coli e S. enterica
isoladas de diversas fontes foi descrita no Canada (Mataseje et al., 2010). Um estudo com

carnes de frango importadas para a Suécia detectou linhagens de E. coli carreadoras de blacmy-
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> em carnes importadas, principalmente, de paises europeus, como Alemanha, Dinamarca e
Finlandia, mas também de paises da América do Sul, como Argentina e Chile (Egervérn et al.,
2014). Dhanji e colaboradores isolaram linhagens de E. coli produtoras de B-lactamases CMY
a partir de carnes de frango importadas de paises da América do Sul para o Reino Unido, mas
néo especificam se dentre elas estavam amostras de carnes do Brasil (Dhanji et al., 2010).

No Brasil, ja foram isoladas linhagens de E. coli e de K. pneumoniae produtoras de
CMY-2 a partir de amostras clinicas na cidade de Sdo Paulo (Campana et al., 2013; Pavez et
al., 2008; Rocha et al., 2016). Quanto a estudos com animais de producdo no pais, € relatado o
isolamento de uma E. coli produtora de CMY-2 a partir de fezes em rebanho de bufalos
confinados para a producao de leite no Parana (Aizawa et al., 2014), e a presenca de Salmonella
enterica carreadoras de genes blacmy na cadeia produtora de frangos no Rio Grande do Sul
(Mattiello et al., 2015).

1.2.2 As B-lactamases de espectro estendido

A producao de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) € o principal mecanismo de
resisténcia aos [-lactamicos em E. coli (Abreu et al., 2014; Dias et al., 2012; Kassakian e
Mermel, 2014; MacVane, Tuttle e Nicolau, 2014; Minarini et al., 2009; Thiebaut et al., 2012).
Essas enzimas inativam penicilinas, cefalosporinas de terceira e quarta geracéo e o aztreonam,
mas nao cefamicinas, e sdo inibidas pelo acido clavulanico; sdo, portanto, responsaveis por
grande parte de falhas nos tratamentos com ESC (Gutkind et al., 2013).

As ESBL séo enzimas da classe A de Ambler e grupo 2be de Bush-Jacoby-Medeiros
(Ambler, 1980; Bush, Jacoby e Medeiros, 1995), capazes de hidrolisar os B-lactamicos pela
hidroxilagdo irreversivel da ligagdo amida do anel B-lactdmico, impedindo a ligagdo deste as
PBP (Bertrand et al., 2006; Bush, 2001; Bush, Jacoby e Medeiros, 1995; Paterson e Bonomo,
2005), como esquematizado na Figura 2.

Atualmente, as ESBL estdo entre as enzimas mais comumente descritas em
Enterobacteriaceae isoladas de animais de producéo e, consequentemente, de carnes (Niesch-
Inderbinen e Stephan, 2016; Smet et al., 2010). No Brasil, B-lactdmicos sdo usados na avicultura
para o tratamento de diversas infecces (Mendes et al., 2013), o que pode resultar na selecéo

de Enterobacteriaceae resistentes no TGI destes animais.
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Figura 2 — Esquema simplificado da agdo inibitoria irreversivel de enzimas B-lactamases (BL)
sobre um antimicrobiano B-lactamico. (Imagem do autor)
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Em contraste com bactérias resistentes a outros tipos de antimicrobianos, acredita-se
que a resisténcia mediada pela producdo de ESBL tenha se difundido, principalmente, por toda
a comunidade, e ndo apenas nas instituicdes de assisténcia a saude (Leistner et al., 2013). A
colonizacdo de humanos por bactérias produtoras de ESBL tem sido associada a fatos que
sugerem sua fonte como sendo de origem alimentar (Abreu et al., 2014).

De fato, as principais ESBL encontradas em E. coli isoladas de humanos séo as mesmas
produzidas por E. coli isoladas de animais de producéo (Egea et al., 2012; Leverstein-van Hall
et al., 2011; Wang et al., 2013). Este fato ilustra 0 movimento dos genes de resisténcia de
animais para seres humanos ou vice-versa (Bertrand et al., 2006; Cloeckaert et al., 2007;
Hernandez et al., 2005).

Diversas familias de ESBL ja foram descritas (TEM, SHV, CTX-M, SFO, BES, BEL,
TLA, GES, PER e VEB) (Bush, Palzkill e Jacoby, 2015). Atualmente, as CTX-M sdo o tipo
mais prevalente e encontram-se disseminadas mundialmente (Canton, Gonzalez-Alba e Galan,
2012; Paterson e Bonomo, 2005; Pitout, 2008; Talbot et al., 2006). Essas enzimas tém sido
relatadas, com bastante frequéncia, em E. coli isoladas de humanos e de animais de producao
(Bonnet, 2004; Egervarn et al., 2014; Ferreira et al., 2014a; b, 2016; Fischer et al., 2014; Geser,
Stephan e Hachler, 2012; Grami et al., 2013, 2014; Hawkey, 2008; Huijbers et al., 2016;
Lahlaoui, Haj Khalifa, Ben e Moussa, Ben, 2014; Leverstein-van Hall et al., 2011; Michael et
al., 2016; Naas, Poirel e Nordmann, 2008; Olsen et al., 2014, Sidjabat e Paterson, 2015; Smet
et al., 2008; Tian et al., 2009; Wang et al., 2013; Woerther et al., 2013; Zurfluh et al., 2016).

Com relagdo a outras ESBL, na Alemanha e na Holanda, dois estudos independentes
isolaram E. coli produtoras de SHV-2, SHV-12 e TEM-52 a partir de carnes de frango (Cohen
Stuart et al., 2012; Kola et al., 2012). Na Espanha, Ojer-Usoz e colaboradores isolaram E. coli
produtoras de SHV-12 de carnes do varejo (Ojer-Usoz et al., 2013). Ainda na Espanha,
identificou-se SHV-12 como a ESBL mais frequente em carnes de frango e de peru, estando,
também, bastante disseminada entre as E. coli causadoras de infec¢Ges comunitarias e
nosocomiais no pais (Egea et al., 2012). Também, ESBL do tipo TEM e SHV foram detectadas
em frangos aparentemente saudaveis (Olsen et al., 2014). Diversos outros estudos apontam a
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presenca de TEM-52, TEM-126 e SHV-12 em Enterobacteriaceae isoladas de aves de producéo
na Europa (Brifias et al., 2003; Cloeckaert et al., 2007; Geser, Stephan e Hachler, 2012; Hasman
et al., 2005; Machado et al., 2008; Riafio et al., 2006; Smet et al., 2008).

1.2.3 As enzimas CTX-M

As enzimas CTX-M receberam este nome devido a sua atividade de “cefotaximase”, ou
seja, degradam a cefotaxima (um B-lactamico cefalosporina de terceira geracdo), e por terem
sido detectadas, pela primeira vez, em Munique, na Alemanha, em 1989 (Bauernfeind, Grimm
e Schweighart, 1990). Diferentemente de enzimas TEM e SHV, todas as CTX-M tém perfil de
ESBL (Zhao e Hu, 2013). Essa familia de enzimas tem, como origem, genes de cefotaximases
intrinsecos, ou seja, codificados por genes cromossémicos, em Kluyvera spp., um género de
Enterobacteriaceae encontrado no solo, ambientes ou como comensais (Rodriguez et al., 2007;
Zhao e Hu, 2013). A maioria das CTX-M apresenta atividade contra a cefotaxima e a
ceftriaxona, mas ndo contra a ceftazidima; entretanto, algumas CTX-M exibem eficiéncia
elevada contra a ceftazidima (Bonnet et al., 2001; Poirel et al., 2001; Poirel, Gniadkowski e
Nordmann, 2002; Zhao e Hu, 2013).

Atualmente, o numero de variantes de CTX-M e de organismos carreadores dos genes
tem aumentado drasticamente, tendo sido identificadas 174 variantes da enzima (de CTX-M-1
a CTX-M-182), de acordo com ultima atualizacdo do site que, atualmente, gere esses dados
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab). O nimero de variantes nao
corresponde ao de “nomes” das enzimas por dois motivos: i) as sequéncias de aminoacidos de
CTX-M-14 e CTX-M-18, CTX-M-55 e CTX-M-57, CTX-M-2 e CTX-M-97, e CTX-M-3 e
CTX-M-133 sdo idénticas (Bush, Palzkill e Jacoby, 2015), e ii) as enzimas CTX-M-76, CTX-
M-77, CTX-M-78 e CTX-M-95 sdo cefotaximases intrinsecas codificadas no cromossomo de
Kluyvera spp., e, portanto, ndo sdo consideradas como pertencentes a familia CTX-M (Zhao e
Hu, 2013). CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-15, CTX-M-25 e CTX-M-37 séo
exemplos de enzimas geralmente mediadas por plasmideos que também ja foram detectadas no
cromossomo de Enterobacteriaceae, em um movimento chamado de “integragdo cromossdmica
secundaria” (Ferreira et al., 2014b; Garcia et al., 2005; Harada et al., 2012; Mshana et al., 2015;
Navon-Venezia et al., 2008; Song et al., 2011; Zhao e Hu, 2013).

Baseado na arvore filogenética das sequencias de aminoacidos, as enzimas da familia
CTX-M séo divididas em seis ou sete grupos (de acordo com a classificagdo), cuja diferenca

entre 0s grupos ¢ > 10% de residuos de aminoacidos e, dentro de cada grupo, a diferenga dos
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residuos é < 5% entre as enzimas (D’Andrea et al., 2013; Zhao e Hu, 2013). Atualmente, duas
classificagfes dos grupos de CTX-M divergem ligeiramente (Figura 3). De acordo com
D’Andrea e colaboradores, que distribuem as CTX-M em seis grupos, estes sdéo nomeados de
acordo com a “enzima tipo” de cada grupo: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-
M-25 e KLUC, com as enzimas CTX-M-45, CTX-M-64, CTX-M-123 e CTX-M-132 deixadas
de fora dos grupos por serem variantes que exibem uma estrutura hibrida entre duas enzimas
(D’Andrea et al., 2013). Ja Zhao e Hu distribuem as CTX-M em sete grupos, de acordo com a
enzima que aparece na posicao central na arvore filogenética de cada grupo: CTX-M-2, CTX-
M-3, CTX-M-8, CTX-M-14, CTX-M-25, CTX-M-45 e CTX-M-64 (Zhao e Hu, 2013).

Em relacdo a presenca das enzimas CTX-M na cadeia de produgdo animal, publicacbes
demonstram a importancia de manter estudos de vigilancia neste setor em todo o mundo. E.
coli produtoras de CTX-M tém sido detectadas em carnes e no TGI de animais, inclusive no
Brasil (Botelho et al., 2015; Carattoli, 2008, 2013; Casella et al., 2015; Dhanji et al., 2010;
Egervarn et al., 2014; Ferreira et al., 2014a; b, 2016; Fischer et al., 2014; Geser, Stephan e
Héachler, 2012; Grami et al., 2013; Madec et al., 2008, 2012; Smet et al., 2008; Tian et al.,
2009; Warren et al., 2008). Linhagens de E. coli produtoras de CTX-M-2, uma ESBL endémica
no Brasil (Minarini et al., 2009; Rocha, Pinto e Barbosa, 2016; Tollentino et al., 2011), foram
isoladas de peitos de frango importados do Brasil para o Reino Unido e para a Suécia (Dhanji
et al., 2010; Egervarn et al., 2014; Warren et al., 2008). Na Tunisia, E. coli carreadoras de
blactx-m-1 foram isoladas de frangos, onde uma importante parcela da populacédo é colonizada
por estas bactérias (Grami et al., 2013). Na Holanda, E. coli carreadoras do gene blactx-m-1
foram detectadas em humanos, aves domésticas e carnes de frango (Leverstein-van Hall et al.,
2011; Overdevest et al., 2011). Em um estudo subsequente, os pesquisadores holandeses
observaram grande similaridade genética entre as E. coli isoladas das diferentes fontes,
sugerindo que a presenca de genes de ESBL na cadeia alimentar pode exercer um importante

efeito sobre a eficiéncia do tratamento de infec¢fes (Kluytmans et al., 2013).

Figura 3 — Arvores filogenéticas da familia CTX-M criadas a partir de duas classificacdes
distintas. a) A classificacdo de D’ Andrea e colaboradores distribue as CTX-M em seis grupos,
nomeados de acordo com a “enzima tipo” de cada um; o tamanho dos tridngulos no final de
cada braco da arvore reflete 0 nimero de variantes alélicas dentro de cada grupo (D’Andrea et
al., 2013). b) A classificacdo de Zhao e Hu distribue as CTX-M em sete grupos, nomeados de
acordo com a enzima que aparece na posicdo central de cada grupo na arvore filogenética; os
tamanhos dos bragos da arvore foram desenhados em escala e sdo proporcionais a quantidade
de diferencas entre os residuos de aminoacidos. As barras de escala de 0,05 e 0,005 representam
5% e 0,5% na diferenga de residuos, respectivamente (Zhao e Hu, 2013).
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Recentemente, Geser e colaboradores descreveram o papel de animais de produgéo
como reservatorios de Enterobacteriaceae produtoras de CTX-M (Geser, Stephan e Hachler,
2012), e diversos estudos relatam o isolamento destas bactérias a partir de amostras de carnes.
Na Franca, Salmonella Virchow produtora de CTX-M-9 foi isolada de animais de producéo e,
posteriormente, de fezes de uma crianca com gastrenterite (Weill et al., 2004). Riafio e
colaboradores descreveram o isolamento de linhagens produtoras de CTX-M-9 a partir de
carcacas de frango na Espanha, onde esta enzima era também prevalente em linhagens isoladas
de humanos (Riafio et al., 2006). A enzima CTX-M-15, a mais disseminada entre as
Enterobacteriaceae isoladas de humanos, também ja foi detectada em E. coli isoladas de aves
domeésticas, na Bélgica (Smet et al., 2008), e suinos, na China (Tian et al., 2009).

Dois estudos no Reino Unido relataram que peitos de frango importados do Brasil
continham E. coli produtoras de CTX-M-2 (Dhanji et al., 2010; Warren et al., 2008), uma ESBL
comumente detectada em hospitais brasileiros (Minarini et al., 2009; Rocha, Pinto e Barbosa,
2016; Tollentino et al., 2011), além de CTX-M-8 (Dhaniji et al., 2010). Alguns anos mais tarde,
novamente, a carne de frango produzida no Brasil, desta vez exportada para a Suécia, foi
colocada em evidéncia, por conter E. coli carreadoras de blactx-m-2 ou blacrx-m-s (Egervarn et
al., 2014). Ainda, no Brasil, a produgéo de CTX-M-2 por E. coli e Salmonella Typhimurium
isoladas de frango e seu ambiente foi relatada (Fernandes et al., 2009; Ferreira et al., 2014b,
2016). Além disso, em um outro estudo no pais, com Salmonella enterica isoladas de amostras
clinicas humanas, animais, racdo animal e alimentos, foram identificados genes codificadores
de CTX-M-8 e CTX-M-9 (Peirano et al., 2006). Recentemente, estudos descreveram o
isolamento de linhagens de Enterobacteriaceae carreadoras de blactx-m-2, blactx-m-8 ou blactx-

m-15 eém carnes de frango no Brasil (Botelho et al., 2015; Casella et al., 2015; Koga et al., 2015).

1.3 Ambiente genético de blactx-m e sua mobilizagéo

Diversos relatos do aparecimento repentino das mesmas enzimas em paises distantes,
ndo somente em espécies de Enterobacteriaceae, sucitou a ideia de emergéncia independente
dessas enzimas, bem como a de uma disseminagdo extremamente rapida (Canton, Gonzélez-
Alba e Galan, 2012). Foi, entdo, proposto que diversos fatores podem influenciar a emergéncia,
a manutencdo e a disseminacdo das CTX-M no mundo, sendo a utilizacdo prévia de
antimicrobianos e a internacdo em instituicGes de assisténcia & salde, bem como fatores
ambientais, apenas algumas das explicagdes para esse fenbmeno (Cantdn, Gonzélez-Alba e

Galan, 2012). Outros fatores mais intimamente relacionados a globalizacdo dessas enzimas
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seriam a ligacdo dos genes blactx-m a plataformas genéticas altamente moveis, como
plasmideos conjugativos, transposons, sequéncias de insercdo, integrons e, mais raramente, a
elementos relacionados a bacteriéfagos, além de, também, esses elementos genéticos estarem
relacionados a clones bacterianos que apresentam grande sucesso na sua disseminacdo, como
nos casos da E. coli ST131 e da Klebsiella pneumoniae ST258 (Barlow et al., 2008; Canton e
Coque, 2006; Canton, Gonzalez-Alba e Galan, 2012; Carattoli, 2001, 2009; D’Andrea et al.,
2013; Oliver et al., 2005; Zhao e Hu, 2013).

As sequéncias de insercdo (IS) desempenham trés funcdes basicas na bactéria: i)
codificam a transposase, responsavel pela mobilidade de um elemento genético, ii) fornecem
promotores que ativam genes silenciados ou aumentam a expressao de genes downstream a
elas, e iii) movem os genes ligados a elas entre integrons, transposons, plasmideos e
cromossomos, aumentando, assim, a oportunidade de um gene de resisténcia em se tornar
transferivel (Zhao e Hu, 2013). Algumas IS, como a ISCR1, estdo adjacentes a estruturas de
integrons, que estdo, também, integrados em unidades maiores de transposicdo (Cantdn,
Gonzélez-Alba e Galan, 2012). Algumas dessas unidades de transposicdo carreiam genes de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, o que pode, também, favorecer a manutencéo
dos blactx-m na populagdo por processos de co-selecdo (Cantdn, Gonzélez-Alba e Galan, 2012).

Tém sido descrito novos arranjos genéticos associados aos genes blactx-m, que, segundo
andlises adicionais, seriam varia¢fes de algumas estruturas genéticas (Dhanji et al., 2011,
Eckert, Gautier e Arlet, 2006; Lartigue, Poirel e Nordmann, 2004; Toleman e Walsh, 2011).
Lartigue e colaboradores demonstraram experimentalmente a mobilizacdo de blactx-m
localizado downstream a ISEcpl (Lartigue et al., 2006). Como as IS fornecem um forte
promotor para a expressdo do gene que as acompanha, os estudos tentam desvendar a regido
upstream dos blactx-m, enquanto pouco se sabe sobre a regido downstream desses genes
(Cantdn, Gonzalez-Alba e Galan, 2012). As principais IS identificadas ligadas a genes blacTx-
m sdo ISEcpl, ISCR1, IS10 e 1S26, com destaque para as duas primeiras (Canton, Gonzélez-
Alba e Galan, 2012; D’ Andrea et al., 2013; Zhao e Hu, 2013).

Como dito anteriormente, o0 movimento de genes mobilizados entre cromossomos e
plasmideos pelas IS potencializa a oportunidade de um determinante de resisténcia se tornar
transferivel. Plasmideos conjugativos representam um dos mais importantes mecanismos de
transferéncia de genes entre organismos de uma mesma espécie, entre espécies diferentes e, até

mesmo, entre géneros diferentes (Zhao e Hu, 2013).
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1.3.1 Plasmideos: caracteristicas e associa¢do com blactx-m

Plasmideos sdo, normalmente, classificados pelo seu grupo de incompatibilidade (Inc),
definido como a incapacidade de dois plasmideos de um mesmo Inc permanecerem estaveis
dentro de uma mesma célula bacteriana (Novick, 1987; Novick et al., 1976). Os grupos de
incompatibilidade sdo definidos de acordo com o replicon bésico de um plasmideo. A
replicacdo autdnoma dos plasmideos € controlada por ele proprio, e determina o seu nimero de
copias dentro da célula hospedeira. Os genes e sitios relacionados a replicacdo autbnoma (dentre
eles, genes rep, que codificam proteinas necessarias ao controle da replicacdo) constituem o
replicon basico de um plasmideo (Couturier et al., 1988).

Sdo conhecidos 29 grupos de incompatibilidade entre os plasmideos de
Enterobacteriaceae: IncA/C, IncB, IncD, familia IncF (de | a VI), familia IncHI (1, 2 e 3),
familia Incl (1,2 e ), IncJ, IncK, IncL/M, IncN, IncO, IncP, IncS, IncT, IncU, IncV, IncW,
IncX, IncY e com9; porém, A/C, B/O, familia FI (A, B e C), FII, HIL, HI2, 11, K, L/M, N, P,
T, W, X (1a4)eY sao os principais (Carattoli, 2009; Couturier et al., 1988; Novick et al.,
1976; Zhao e Hu, 2013).

Por vezes, a definicdo do Inc de um plasmideo torna-se dificultada devido a presenca de
mais de um replicon em um mesmo plasmideo (Couturier et al., 1988). Essas quimeras de
plasmideos, também chamados de plasmideos “multirreplicons” ou “hibridos”, sdo formadas
pela recombinacdo de dois plasmideos distintos de organismos originalmente incapazes de
trocar elementos genéticos (Novick, 1987). A presenca de mais de um replicon em um
plasmideo pode favorecer o processo evolutivo dele, permitindo que um replicon divirja e,
eventualmente, produza um replicon com novas especificidades e funcionalidades (Ouazzani
Chahdi, Gabant e Couturier, 1997). Quando uma célula hospedeira contendo um plasmideo
multirreplicon adquire um novo plasmideo, contendo um dos replicons ja presente no
plasmideo multirreplicon, este ndo sera expulso da célula, porque a presenca do segundo
replicon funcional no plasmideo multirreplicon toma o controle da replicacéo, impedindo que
seja expulso da célula (Couturier et al., 1988).

Plasmideos multirreplicons sdo bastante comuns na familia F (Couturier et al., 1988),
mas outras combinacdes ja foram detectadas, como um plasmideo hibrido IncA/C e IncR em
uma Providencia stuartii isolada de um paciente na Grécia (Drieux et al., 2013), um plasmideo
multireplicon IncN/F em uma E. coli isolada de fezes de suinos na Suica (Zurfluh, Jakobi, et
al., 2014), e plasmideos hibridos HI2/P em linhagens de E. coli e Salmonella de aves de corte
na Bélgica e na Holanda (Dierikx et al., 2010; Doublet et al., 2014).
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Plasmideos também desempenham um papel extremamente importante para a
disseminacdo de genes blactx-m. Por exemplo, a dissemina¢do mundial de blacTx-m-15 esta,
principalmente, associada a plasmideos do grupo de incompatibilidade FII (Coque et al., 2008),
um tipo de plasmideo muito associado as Enterobacteriaceae, apesar de ndo abrangerem uma
grande gama de hospedeiros, e apresentam pequena quantidade de copias dentro da bactéria
(Carattoli, 2011). Por outro lado, plasmideos que abrangem uma grande quantidade de
hospedeiros distintos, como IncN, Incll e IncL/M, também estéo relacionados a disseminacéo
de blactx-m (Cantdn, Gonzéalez-Alba e Galan, 2012; Carattoli, 2013). Muitos deles parecem ter
seus reservatorios em animais, uma vez que foram detectados em bactérias isoladas a partir de
animais de producédo (Carattoli, 2011, 2013). Isso mostra a habilidade desses plasmideos em
recrutar genes de resisténcia, assim, aumentando suas prevaléncia e persisténcia nas bactérias
(Cantdn, Gonzalez-Alba e Galan, 2012).

Plasmideos IncA/C, IncFll, Incll e IncL/M sdo considerados “pandémicos”, uma vez
que sdo detectados em diferentes paises e em diferentes bactérias de fontes e origens distintas.
Sua ocorréncia parece estar fortemente ligada a selecdo positiva exercida pelo uso de
antimicrobianos, com prevaléncia aumentada quando comparada ao observado em populacdes
bacterianas que nao foram previamente selecionadas (Johnson, T. J. et al., 2007; Lindsey et al.,
2009; Sherley, Gordon e Collignon, 2003).

1.3.2 Tamanho molecular dos plasmideos de resisténcia

Outra caracteristica dos plasmideos que portam genes de resisténcia, estudada
conjuntamente aos grupos de incompatibilidade, é o seu tamanho molecular. Plasmideos de
tamanho molecular muito elevado (a partir de, aproximadamente, 100 kb) ndo se separam
facilmente do DNA cromossémico quando submetidos a eletroforese convencional (somente
uma direcdo de campo elétrico). Sua forma circular fechada superenovelada migra muito
lentamente na eletroforese em gel em campo pulsado — PFGE (direcOes alternadas de campo
elétrico), e as formas circulares, tanto a “relaxada” quanto a “aberta em um ponto de quebra”
(do inglés, nicked open-circular), permanecem presas nos plugues das amostras. Assim,
somente as formas lineares migram precisamente de acordo com o seu tamanho, podendo-se
comparar a uma escala de tamanho molecular padréo (Barton, Harding e Zuccarelli, 1995).

A nuclease S1, extraida de Aspergillus oryzae, é a Unica enzima eficaz contra
plasmideos na forma superenovelada, pois possui uma ac¢ao autolimitada e gera poucos cortes

no DNA cromossémico. Essas caracteristicas sdo consequéncias da sua especificidade por
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acidos nucleicos nao pareados. Em plasmideos superenovelados negativamente, regibes
transitoriamente desnaturadas sensiveis a acdo da S1 ocorrem como resultado da tensdo de
torcdo na moléecula. Depois que uma fita € cortada, a enzima S1 pode clivar a fita intacta oposta
a quebra inicial devido a falta de terminagdes no ponto de quebra onde a atividade de reparagédo
de emparelhamento de bases é diminuida (Germond, Vogt e Hirt, 1974). Sob essas condicdes,
a enzima tem pouca atividade em DNA fita dupla linear, mas consegue converter plasmideos
em moléculas lineares. A nuclease S1, provavelmente, corta dominios superenovelados no
DNA cromossémico, mas as clivagens sdo muito raras, e produz, relativamente, poucos
fragmentos. Consequentemente, plasmideos linearizados, com uma Unica cOpia, sdo detectaveis
apos eletroforese como bandas em um fundo fraco de DNA cromossémico clivado (Barton,
Harding e Zuccarelli, 1995). Portanto, a enzima S1 é utilizada consensualmente no estudo do

tamanho dos plasmideos portadores de genes de resisténcia nas bactérias.

1.3.3 Genes de localizagdo cromossomica

Muitos genes de ESBL plasmidiais tiveram sua origem no cromossomo de um outro
microrganismo, o que ndo é diferente para blactx-m (Rodriguez et al., 2007), e a sua reinsercéo
no cromossomo bacteriano pode ocorrer por “integragdo cromossdmica secundaria”,
principalmente mediado por transposons (Zhao e Hu, 2013).

Para estudar a localizacdo cromossémica dos genes de resisténcia, utiliza-se a enzima I-
Ceul, isolada de Chlamydomonas eugametos, cujo sitio de restricdo no DNA refere-se a uma
sequéncia de 26 nucleotideos, diferentemente das enzimas de restricdo convencionais, com sitio
de restricdo de 6 nucleotideos (Liu, Hessel e Sanderson, 1993). A enzima I-Ceul reconhece seu
sitio de restricdo apenas nos (geralmente, sete) genes rrn, que constituem o RNA ribossdémico
(rRNA) e, dessa forma, o cromossomo bacteriano é clivado em (sete) fragmentos, que variam
de tamanho de acordo com as variagbes cromossdmicas de cada linhagem (Liu, Hessel e
Sanderson, 1993). Com isso, genes de localizacdo cromossémica séo detectados em um dos

fragmentos gerados apos restrigdo com I-Ceul.
1.4 Classificacéo de E. coli em grupos filogenéticos
A especie Escherichia coli compreende linhagens comensais que habitam o intestino de

muitos animais, incluindo frangos e humanos, e linhagens, como E. coli diarreiogénicas e

EXPEC, que podem causar uma grande variedade de doencas (Clermont, Bonacorsi e Bingen,
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2000; Pasquali et al., 2015). Andlises filogenéticas de diversas E. coli mostraram que as
linhagens estdo distribuidas em quatro principais grupos, os grupos filogenéticos (ou
“filogrupos”) A, B1, B2 e D (Doumith et al., 2012), baseado na presenca ou auséncia dos genes
chuA e yjaA, e do fragmento de DNA TspE4.C2 (Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000). O gene
chuA codifica uma proteina que auxilia no processo de transporte de grupos heme em EHEC
0157:H7, enquanto que a fungdo do gene yjaA ainda é desconhecida (Clermont, Bonacorsi e
Bingen, 2000). O fragmento TspE4.C2 foi caracterizado como possivel codificador de uma
esterase-lipase (Clermont et al., 2013).

As andlises filogenéticas também demonstraram que linhagens que causam infecgoes
extraintestinais pertencem, principalmente, ao filogrupo B2, e em menor quantidade, ao
filogrupo D, enquanto que a maioria das linhagens comensais pertence ao filogrupo A
(Clermont et al., 2013; Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000). Linhagens dos grupos
filogenéticos B2 e D frequentemente carreiam determinantes de viruléncia ausentes em
linhagens dos filogrupos A e B1 (Valentin et al., 2014).

Diversos estudos mostram a variacdo de predominancia dos filogrupos de E. coli
isoladas a partir de carnes ou carcacas de frangos e das aves vivas. Estudos com carnes de aves
apresentaram prevaléncia do grupo filogenético B1, na Italia (Ghodousi et al., 2015), do
filogrupo A, na Espanha (Egea et al., 2012), e do filogrupo D, na Finléndia (Lyhs et al., 2012).
Estudos com carcagas de frango apresentaram prevaléncia do filogrupo A, na China (Xu et al.,
2014), e de B1, no Brasil (Koga et al., 2015). Ja Huijbers e colaboradores detectaram
prevaléncia dos grupos filogenéticos D e A em amostras de cloaca de frangos de corte na
Holanda (Huijbers et al., 2014). Com excessédo do estudo de Xu e colaboradores citado, todos
o0s demais apresentaram uma taxa bastante baixa do filogrupo patogénico B2 entre as amostras.

Em relagdo as E. coli isoladas de aves de corte, diferentemente das associadas a
humanos, ndo ha um concenso na associagdo entre o grupo filogenético e a capacidade de causar
infeccdes, sendo que diferentes estudos com APEC relatam resultados variados, por vezes,

relacionando os filogrupos com determinados sorotipos (Pasquali et al., 2015).

1.5 Tipagem molecular de Escherichia coli

A principal funcdo da tipagem molecular é a determinacdo da relacéo entre clones de
microrganismos de uma mesma especie. Atualmente, vérias técnicas baseadas na anélise do
DNA estéo padronizadas. Entre elas, a PFGE (do inglés, Pulsed Field Gel Electrophoresis) e a

MLST (do inglés, Multilocus Sequence Typing) tém sido amplamente utilizadas, permitindo a
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identificacdo de fontes e rotas de infeccdo e o reconhecimento de linhagens virulentas (Ranjbar
etal., 2014).

A PFGE é um método com alta capacidade discriminatoria, baseado na comparacao do
padrdo de bandas apds eletroforese em campo elétrico pulsado, que correspondem a grandes
fragmentos do genoma obtidos apds a digestdo com enzimas de restricdo (Tenover et al., 1995).
A MLST ¢é baseada na analise de sequéncias do DNA, obtidas ap6s a amplificacdo de
(geralmente sete) genes housekeeping conservados na espécie, para a criacdo de um perfil de
alelos ou sequence type (ST) (Maiden, 2006; Pérez-Losada et al., 2013). Enquanto a PFGE tem
sido utilizada em estudos epidemioldgicos localizados, para a comparacao de linhagens isoladas
em programas de vigilancia locais e em periodos de tempo mais curtos, a MLST €, geralmente,
aplicada em estudos de epidemiologia amplos, permitindo comparar linhagens virulentas e
resistentes aos antimicrobianos isoladas no mundo todo (Ranjbar et al., 2014).

Em 2008, foi identificado um clone pandémico de E. coli, identificado como ST131,
que apresenta grande viruléncia e capacidade de causar infecgOes extraintestinais (Nicolas-
Chanoine, Bertrand e Madec, 2014). Este clone é o mais bem estudado, e tem sido encontrado
com grande frequéncia tanto em humanos quanto em animais domésticos e de producdo, e
varios estudos sugerem a transmissdo deste patdgeno via cadeia alimentar pelo consumo de
carne de frango (Ewers et al., 2012; Johnson et al., 2012; Mora et al., 2010, 2013; Platell et al.,
2011). Além do clone ST131, E. coli pertencentes a outras ST tém sido descritas tanto em
frangos quanto em humanos (Maluta et al., 2014; Mora et al., 2013).

No Brasil, pouco se conhece sobre a diversidade genética de E. coli isoladas de frangos
e carnes. Apenas trabalhos mais recentes relatam o isolamento de E. coli ST10, ST48, ST93,
ST95,ST117, ST155, ST363, ST453, ST1011, ST2197, ST2309 e ST2929 em frangos (Ferreira
et al., 2014a; b; Rojas et al., 2014). Outro trabalho, no Brasil, relatou as novas ST4131-37 e
ST4139-41,em APEC (Maluta et al., 2014). Ainda, o referido estudo encontrou a ST2494 como
a mais frequente em APEC, seguida por ST117, ST345, ST93 e ST616, e que ST10, ST88,
ST93, ST117, ST131, ST155, ST359, ST648 e ST1011 eram compartilhadas entre linhagens
de APEC e de ExXPEC isoladas de humanos (Maluta et al., 2014), mais uma vez, indicando a

relagdo entre E. coli presente em aves de corte e as causadoras de infeccdo no homem.
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos em bactérias patogénicas €, atualmente, um dos
maiores problemas de satde publica no mundo, pois causa insucesso terapéutico, o que resulta
no aumento dos periodos de internagdo hospitalar, das taxas de mortalidade e dos custos da
assisténcia a satude (Howard, Hopwood e Davies, 2014; Pitout, 2008; Sostarich et al., 2008).
Sendo assim, a disseminacdo de linhagens resistentes e de genes de resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos resulta na limitacdo das op¢des terapéuticas (WHO, 2011).

Neste contexto, nota-se o crescimento da importancia das Enterobacteriaceae resistentes
aos antimicrobianos em salde publica, a0 mesmo tempo em que sua presen¢a em animais de
producdo e carnes, e a transmissdo para o homem através da cadeia alimentar, tém sido discutida
com crescente frequéncia (Botelho et al., 2015; Carattoli, 2008; Donado-Godoy et al., 2012;
Dutil et al., 2010; Ferreira et al., 2016; Fricke et al., 2009; Gyles, 2008; Koga et al., 2015;
Koningstein et al., 2010; Layton e Galyov, 2007; Marshall e Levy, 2011; Martins et al., 2011;
Whichard et al., 2010).

Sendo assim, a pesquisa sobre a resisténcia aos antimicrobianos na cadeia produtora de
alimentos tem sido estimulada, visando gerar conhecimento sobre a diversidade de espécies
bacterianas resistentes, 0s mecanismos de resisténcia apresentados por comensais e patégenos,
e as formas de transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias da microbiota no TGI de
humanos e de animais (APUA, 2002).

A vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos em bactérias zoondticas e comensais de
diferentes animais de producdo e de carnes derivadas destes animais é de extrema importancia
(Lammie e Hughes, 2016; WHO, 2011, 2012b). Esta necessidade é justificada por questfes
comerciais e de saude publica, pois carnes apresentam caracteristicas intrinsecas ideais para a
multiplicacdo bacteriana, e sdo os principais alimentos responsaveis pela veiculagdo de
patogenos ao homem (ICMSF, 2005).

Assim, como o Brasil é o maior exportador mundial de carnes de frango, e apresenta um
consumo domeéstico que esta entre 0os maiores do mundo, e permanece em constante
crescimento (USITC, 2012), o monitoramento da resisténcia em Enterobacteriaceae
provenientes de frangos e carnes de frango revela-se essencial para o pais. De fato, estudos
realizados com carnes ou carcacas de frango no Brasil detectaram E. coli carreadoras de genes

de resisténcia a antimicrobianos (Botelho et al., 2015; Casella et al., 2015; Koga et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

b)

d)

f)

Conhecer e comparar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos apresentado por E.
coli isoladas de amostras de carnes de frango comercializadas para 0 consumo humano

em Sao José do Rio Preto — Brasil e em Lyon - Franca;

Conhecer o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado por E. coli

isoladas do TGI de frangos de granjas localizadas na regido de Sao José do Rio Preto;

Estudar a relacdo clonal entre as linhagens isoladas no Brasil e entre as linhagens

isoladas na Franca;

Identificar genes de ESBL e pAmpC em todas as linhagens de E. coli isoladas de
amostras de carnes de frango e do TGI de frangos que apresentam resisténcia as

cefalosporinas de espectro estendido;

Estudar o ambiente genético e os plasmideos carreadores dos genes de ESBL e pAmpC

detectados;

Classificar as E. coli de acordo com os grupos filogenéticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento, identificacdo e manutencdo de Escherichia coli a partir de carnes de

frango do Brasil

Para avaliar a presenca de Escherichia coli resistentes a ESC em carnes de frango
destinadas ao consumo humano no Brasil, cinco amostras de carne resfriada foram adquiridas
em cinco pontos distintos e aleatorios do varejo do municipio de Séo José do Rio Preto — SP,
Brasil, durante o periodo de junho a setembro de 2014. As mesmas foram transportadas em
caixas térmicas (temperatura entre 4-10 °C) para o Centro de Investigacdo de Microrganismos
da Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto (CIM-FAMERP).

As amostras de coxas de frango foram esterilmente fracionadas em pedacos de 25
gramas, adicionadas em sacos Whirl-Pak® (Nasco) contendo 225 mL de Agua Peptonada
(Oxoid) (Leverstein-van Hall et al., 2011) acrescida de cefotaxima (4 pg/mL) ou ceftazidima
(16 pg/mL), homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 18-20 horas, de acordo com os métodos
recomendados pelo “Bacteriological Analytical Methods”, do FDA (EUA, 2007). As
concentragfes dos antimicrobianos foram determinadas de acordo com os breakpoints para
resisténcia descritos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

Apos o periodo de incubacéo, o caldo de cultura foi semeado diretamente, e em diluigdes
102 e 10, em &gar MacConkey (Oxoid) com as mesmas concentracdes de antimicrobianos
anterior, e incubadas a 37 °C por 18-20 horas. De 5 a 10 colénias com morfologia tipica de E.
coli — geralmente, lactose positivas (rosas) e secas, com precipitacdo de sais biliares ao redor
da col6nia (halo réseo ao redor da colonia) de 2-3 mm de didmetro (PHE, 2015; Zimbro et al.,
2009) — foram purificadas em nova placa contendo 4gar MacConkey com a mesma
concentracdo do antimicrobiano da qual foram originérias e, apos incubacdo a 37 °C por 18-20
horas, inoculadas em agar CPS (bioMérieux) para identificar as linhagens pertencentes a
espeécie. De acordo com o fabricante, colonias de coloracdo réseo-amarronzadas séo indicativas
de Escherichia coli, e a sensibilidade e especificidade deste meio foram recentemente
comprovadas (Meddeb et al., 2014; Payne & Roscoe, 2015). Ainda assim, todas as linhagens
selecionados para o estudo foram identificados por métodos bioguimicos automatizados, com
auxilio do equipamento VITEK® 2 Compact (bioMérieux).

Todas as linhagens foram mantidos em colegéo de cultura a -80 °C no CIM-FAMERP.
Para tal, uma col6nia isolada obtida das placas de agar MacConkey acrescido de cefotaxima (4

ug/mL) ou ceftazidima (16 pg/mL) foi cultivada em caldo BHI (“Brain Heart Infusion”, Oxoid)
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a 37 °C por 16-18 horas. Apds este tempo, 0,8 mL da cultura foi transferido para criotubos
esteéreis contendo 0,2 mL de glicerol 50% estéril, a fim de se obter uma concentracéo final de
10% de glicerol, ideal para a preservacao de culturas microbianas por periodos prolongados

(Madigan et al., 2014). Para cada linhagem, o armazenamento foi realizado em duplicata.

4.2 Isolamento, identificacdo e manutencédo de E. coli a partir de carnes de frango da

Franca

Para avaliacdo da presenca de E. coli resistentes a ESC em carnes de frango destinadas
ao consumo humano produzidas na Franga, 48 amostras de carne resfriada foram adquiridas de
quatro diferentes produtores durante outubro de 2015 a janeiro de 2016, sempre observando a
ndo repeticdo dos lotes de cada amostra, no municipio de Lyon, Franca. As mesmas foram
transportadas diretamente a Unité Antibiorésistence et Virulence Bactériennes (AVB) da
Agence Nacionale de Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de |’Environnement et du Travail
(ANSES).

Cada amostra de carne foi esterilmente fracionada em duas porcGes de 10 gramas e
adicionadas em um frasco de vidro contendo 100 mL de caldo BHI (Oxoid) e em outro frasco
com BHI acrescido de cefotaxima (2 pg/mL). Ambos os indculos foram incubados a 37 °C por
18-20 horas. O procedimento foi padronizado apds modificacbes do protocolo para isolamento
de E. coli produtoras de ESBL, AmpC e carbapenemases a partir de carnes frescas (Hasman et
al., 2015) publicado pelo “DTU Food”, National Food Institute, integrante do European Union
Reference Laboratory.

Apbs a incubagio, o caldo BHI foi semeado em agar ChromID® ESBL (bioMérieux) e
incubado a 37 °C por 18-20 horas; o caldo BHI acrescido com cefotaxima foi semeado em duas
placas de 4gar MacConkey (Sigma-Aldrich), também acrescido com cefotaxima (2 pg/mL),
sendo uma incubada a 37 °C e outra a 44 °C, ambas por 18-20 horas. O 4gar ChromID® ESBL
permite identificar as E. coli produtoras de ESBL pela observacdo de colbnias roseo-
amarronzadas. Dessa forma, apenas uma colbnia de cada placa foi selecionada para a
continuacdo do estudo. J& com o agar MacConkey, pode-se apenas predizer quais sejam as
colénias com morfologia tipica de E. coli (como descrito em 4.1). Assim, a partir das placas de
MacConkey, foram selecionadas as colonias de diferentes morfotipos (porém, sempre
predizentes de E. coli) para a continuagdo do estudo. Todas as colbnias selecionadas foram
purificadas em novo dgar ChromID® ESBL ou MacConkey e, apds incubagdo a 37 °C por 18-

20 horas, inoculadas em agar Sangue de carneiro (bioMérieux) para subsequente identificacdo
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e criopreservacdo. Todas as linhagens do estudo foram identificadas com auxilio do
equipamento VITEK® MS (bioMérieux), que utiliza o sistema de espectrometria de massas
MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization/Time-of-Flight).

Todas as linhagens foram mantidas em colecéo de cultura a -80 °C na ANSES-Lyon.
Para tal, coldnias da linhagem semeada em &gar Sangue foram transferidas diretamente para
criotubos estéreis contendo caldo BHI acrescido de 25% de glicerol. Para cada linhagem, o

armazenamento foi realizado em triplicata.

4.3 E. coli a partir de carnes de coelho da Franca

Com o intuito de avaliar o impacto do uso de B-lactamicos na produgédo animal referente
a presenca de genes de resisténcia a essa classe de antimicrobianos, foram realizadas anélises
também em carnes de coelho, concomitante as carnes de frango. Esse tipo de carne foi
considerado por duas razdes: i) o uso de B-lactamicos é proibido na producdo de coelhos para
corte na Franca (ANSES-ANMYV, 2015), e ii) essa classe de antimicrobianos apresenta severa
toxicidade em coelhos (Browning e Tune, 1983; Lim et al., 2008). Assim, é bastante provavel
que, de fato, os animais da cadeia produtora de carnes de coelho néo tiveram contato direto com
B-lactamicos e, consequentemente, espera-se avaliar se ha correlagdo do uso, ou ndo, de beta-
lactdmicos na producdo animal e o isolamento de E. coli resistentes a ESC a partir de carnes
desses animais.

Para tanto, 14 amostras de carne resfriada de coelho foram adquiridas de dois diferentes
produtores durante outubro de 2015 a janeiro de 2016, sempre observando a néo repeticdo dos
lotes de cada amostra, no municipio de Lyon, Franca. Os procedimentos de isolamento,
identificacdo e criopreservacdo das E. coli recuperadas a partir dessas amostras foram os

mesmos descritos na secédo 4.2.

4.4 I1solamento, identificagdo e manutencéo de E. coli a partir do TGI de frangos no Brasil

Para avaliar a presenca de E. coli resistentes a ESC no TGl de frangos que,
posteriormente, seriam destinados ao corte, aproximadamente 40 aves de cada trés fazendas
(Fazendas 1, 2 e 3) do Estado de Sdo Paulo foram amostradas durante o periodo de agosto a
novembro de 2014. Para tanto, foi introduzido um swab estéril na cloaca de cada animal —
sendo, este animal, separado dos demais — e imediatamente deixado em salina 0,9% estéril até
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0 momento de inoculacéo em agar MacConkey. Apds a amostragem na fazenda, os swabs foram
transportados ao CIM-FAMERP para a continuagao do isolamento bacteriano.

Os swabs foram semeados diretamente em agar MacConkey (Oxoid) acrescido de
cefotaxima (4 ug/mL), e as placas deixadas a 37 °C por 18-20 horas. De 5 a 10 col6nias com
morfologia tipica de E. coli (descrita em 4.1) foram purificadas em novo agar MacConkey com
a mesma concentracdo de cefotaxima. As linhagens foram identificadas e criopreservadas como

descrito na se¢édo 4.1.

4.5 Tipagem molecular das linhagens do Brasil

Apds o isolamento das E. coli, tanto do TGI quanto de carnes de frango do Brasil, foi
realizada tipagem molecular com a técnica de REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic
Sequence-based Polymerase Chain Reaction). Foram utilizados DNA extraidos pelo método
de fervura, que consiste em ressuspender de 2 a 5 col6nias do microrganismo em 200 pL de
agua destilada e submeter a 100 °C por 10 minutos, centrifugar a maxima velocidade por 1
minuto e utilizar o sobrenadante.

Para a realizacdo da REP-PCR, foram utilizados primers (Apéndice A) e protocolos
previamente descritos (Vila, Marcos e Jimenez de Anta, 1996). Para tanto, foi utilizado o kit
“Tagq DNA Polymerase” (Fermentas), e as reacdes foram conduzidas em termociclador Veriti®
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), sob a seguinte condicdo de ciclagem:
desnaturacao inicial a 94 °C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por
1 minuto, anelamento a 40 °C por 1 minuto e extenséo a 72 °C por 4 minuto, e extensao final a
72 °C por 16 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, sob um campo elétrico de 6 VV/cm por 120 minutos. O gel foi corado com brometo de
etidio a 0,8% e visualizado e fotografado sob luz ultravioleta com auxilio do equipamento LPix
Ex (Loccus Biothecnology).

Os perfis gerados foram analisados utilizando-se o programa Bionumerics® 6.6
(Applied Maths), com Otimizacéo de 0% e Tolerancia de 1%. A similaridade genética entre as
linhagens foi determinada pelo indice de similaridade de Dice, e o dendrograma, construido
segundo o0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

Linhagens com similaridade do perfil de REP-PCR > 90% foram consideradas clonais.
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4.6 Tipagem molecular das linhagens da Francga

As linhagens provenientes da mesma amostra de carne de frango da Franca foram
comparadas quanto ao perfil de restricio do DNA genémico pela enzima Xbal. A técnica de
PFGE dos produtos de restricdo foi utilizada, também, em algumas linhagens brasileiras,
mesmo apds a REP-PCR, visando ampliar a capacidade discriminatéria na determinacéo da
similaridade genética entre as linhagens.

Apds tratamento com a enzima Xbal, os DNA foram submetidos a PFGE, onde 0 DNA
é submetido a 3 diferentes direces de campo elétrico, que se alternam para forcar a passagem
dessas grandes moléculas pela malha do gel de agarose. Para tanto, empregou-se protocolo
padronizado pela ANSES, e utilizou-se as agaroses “Clean Cut 2%” ¢ “Certified Megabase”
(BioRad), o marcador de peso molecular “Lambda Ladder Chef DNA size standard” (BioRad)
e 0 equipamento para eletroforese CHEF MAPPER (BioRad).

Inicialmente, foi preparada uma suspenséo bacteriana a 4,8 da escala McFarland em
NaCl 0,9% estéril, de onde foram centrifugados 100 pL a 16.000 g. O pellet foi ressuspendido
em 45 pL de tampao TEE (Tris-Cl 10 mM pH 9; EDTA 100 mM; EGTA 10 mM) e 45 puL de
agarose “Clean Cut 2%” a 56 °C, ¢ os plugues (blocos de agarose contendo a bactéria) foram
confeccionados. Depois de solidificados, os plugues contendo as bactérias foram submetidos a
lise com 1% de N-Laurilsarcosil (Sigma) e 1 mg/mL de Proteinase K (Roche Diagnostics) em
tampdo TEE a 56 °C por 18-20 horas. Apoés seriadas lavagens em tampdo TE (Tris-Cl 10 mM
pH 8; EDTA 1 mM), o DNA gendmico liberado foi submetido a digestdo com 40 U de Xbal
(Promega) a 37 °C por 18-20 horas, e a PFGE subsequente foi realizada sob os parametros:
initial switch time = 10 segundos, final switch time = 60 segundos, campo elétrico = 6 V/cm, e
tempo de migracdo = 24 horas.

O resultado da eletroforese foi visualizado apds coloracdo do gel com 0,5 pg/mL de
brometo de etidio, e fotografado com auxilio do equipamento “Gel Doc™ XR+” e do software
“Image Lab™” (BioRad). Os perfis de restricdo foram analisados e comparados como descrito
na secdo 4.4. Linhagens com similaridade do perfil > 90% foram consideradas clonais, e
somente uma foi selecionada, arbitrariamente, para os testes subsequentes, quando as linhagens

foram provenientes da mesma amostra de carne.



49

4.6.1 Tipagem por Multi-Locus Sequence Typing

A técnica de MLST (Multi-Locus Sequence Typing) foi utilizada apenas para
caracterizar as linhagens bacterianas isoladas na Franca que apresentaram alguma informacao
epidemiologicamente relevante. A técnica de MLST foi realizada de acordo com o esquema de
Achtman (Wirth et al., 2006), com modifica¢des de acordo com http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/
dbs/Ecoli/documents/primersColi_html. Cada linhagem a ser tipada foi submetida a sete
diferentes PCR para amplificar os seguintes sete genes constitutivos: adk (gene da adenilato
quinase), fumC (gene da fumarato hidratase), gyrB (gene da DNA girase), icd (gene da
isocitrato/isopropilmalato desidrogenase), mdh (gene da malato desidrogenase), purA (gene da
adenilosuccinato desidrogenase) e recA (sitio de ligacdo de ATP/GTP).

Essas PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler (BioRad), sob a
seguinte condicdo de ciclagem: desnaturacéo inicial a 94 °C por 15 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 54/58/60/68 °C (dependendo do
gene — ver Apéndice A) por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, finalizando com 5
minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos foram analisados como descrito na secdo 4.8, e 0s
produtos das reacdes foram enviados a Beckman Coulter Genomics para o sequenciamento com
0s mesmos primers utilizados nas PCR. As sequéncias resultantes foram analisadas no site
http://mist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli, onde séo identificados os alelos de cada gene e,

entdo, é gerado o ST de cada linhagem de E. coli de acordo com o perfil de alelos.

4.7 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e teste fenotipico de p-lactamases

As linhagens isoladas no Brasil e na Franca submetidas a tipagem molecular foram
triadas e submetidas ao Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) pelo método de
disco-difusdo em agar Mueller-Hinton (BioRad), interpretado de acordo com as recomendacées
do Comité de Antibiogramas da Sociedade Francesa de Microbiologia, associada ao EUCAST
(CASFM, 2015; CASFM-VET, 2015). A cepa Escherichia coli CIP 76.24 (ATCC 25922), da
Colecéo de Cepas do Instituto Pasteur, foi utilizada como controle de qualidade neste ensaio
por apresentar suscetibilidade conhecida a determinados antimicrobianos.

Neste teste, realizado de acordo com padronizacdo pela ANSES, foram avaliados 0s
seguintes antimicrobianos de interesse clinico e veterinario: amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefalotina, cefuroxima, cefotaxima, ceftiofur, piperacilina, ticarcilina,

piperacilina/tazobactan, ticarcilina/acido clavulanico, ertapenem, ceftazidima, cefoxitina,
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cefepima, aztreonam, cefquinoma, estreptomicina, canamicina, amicacina, apramicina,
gentamicina, tobramicina, netilmicina, cloranfenicol, florfenicol, tetraciclina, colistina,
sulfonamidas, trimetoprim, &cido nalidixico, enrofloxacina e ofloxacina.

Para tanto, a partir de col6nias de crescimento recente (aproximadamente 20 horas) em
agar Sangue, foi realizada uma suspensao bacteriana de 0,5 na escala de McFarland em solucao
de NaCl 0,9% estéril, com auxilio do equipamento Densimat® (bioMérieux) para certificar a
escala. A suspensdo foi diluida na proporcao 1:10 para inoculacdo no agar Mueller-Hinton.
Entéo, os discos dos 32 antimicrobianos mencionados acima foram posicionados equidistantes,
em duas placas, sendo depositados 16 discos em cada placa. As bactérias foram incubadas a 37
°C por 18-20 horas, e os resultados foram visualizados com auxilio do equipamento SirSCAN
Micro® (i2a Diagnostics).

A disposicdo dos discos de antimicrobianos em uma das placas permitiu a realizacéo,
concomitante, do “teste fenotipico da produ¢do de ESBL por aproximagdo de discos”. Esse
teste consiste em dispor discos de B-lactamicos ao redor de um disco de B-lactamico/inibidor
de B-lactamase, distantes 30 mm de centro a centro (Drieux et al., 2008). Apds a incubagéo, 0
resultado positivo ¢ indicado pela formagao de uma “zona fantasma”, ou deformacao do halo
de inibigdo proximo ao disco de B-lactdmico/inibidor de B-lactamase (Figura 4).

Este teste baseia-se na inibi¢ao da B-lactamase, produzida pela bactéria testada, pelo
inibidor de B-lactamases utilizado, fazendo com que a bactéria ndo suporte a concentragao do
B-lactdmico em determinada regido do &gar, onde, entdo, ndo ha crescimento bacteriano, e

ocorre a deformagdo do halo ou aparecimento da “zona fanstasma”.

Figura 4 — Exemplo de resultado do teste fenotipico de producdo de ESBL. As setas vermelhas
apontam as “zonas fantasmas”, onde houve inibicdo da p-lactamase da bactéria testada pelos
inibidores de B-lactamase, impedindo o crescimento bacteriano. 1: cefquinoma (B-lactamico);
2. cefepima (B-lactamico); 3: amoxicilina/acido clavulanico (B-lactamico/inibidor de pB-
lactamase).
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4.8 Extragdo de DNA gendmico

Para a obtencio do DNA gendmico, foi utilizado o kit NucleoSpin® Genomic DNA from
Tissue (Macherey-Nagel). Para tanto, as linhagens foram reativadas, da criopreservacéo,
diretamente em agar Sangue e incubadas por 18-20 horas a 37°C. Apo6s, 2-5 colbnias foram
diluidas em 500 puL de agua estéril e centrifugadas a 11.000 g por 2 minutos. A partir desta
etapa, seguiram-se as diretrizes e os reagentes do fabricante, submetendo as linhagens
bacterianas as etapas de lise celular por acdo da enzima Proteinase K, e o material genético
liberado foi purificado com auxilio de colunas de silica e tampdes que acompanham o Kit.

O DNA obtido foi armazenado a 4-10 °C, quando manipulado com frequéncia, ou a -20

°C, para armazenamento prolongado.

4.9 Deteccao e identificacdo dos genes de resisténcia as ESC

Para a deteccdo dos genes responsaveis pela resisténcia as ESC nas linhagens
bacterianas do estudo, foi utilizada a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — do
inglés Polymerase Chain Reaction), e 0 “QIAGEN® Multiplex PCR Kit 1000” (Qiagen), que
utiliza enzima Hot-Star Taq DNA polimerase.

Desde 2004, existe uma classificagcdo para CTX-M, quando havia apenas 40 variantes
diferentes (Bonnet, 2004). Assim, no presente trabalho, foi adotada a classificagdo de D’ Andrea
e colaboradores (D’Andrea et al., 2013), que segue a classificacdo de grupos de CTX-M de
Bonnet. Primeiramente, foi avaliada a presenca de genes blacTx-m, utilizando-se primers e
protocolos previamente descritos na literatura (Dallenne et al., 2010), apresentados no
Apéndice A. Com esta metodologia, é possivel detectar blactx-m-grupo 1, blactx-m-grupo 2 e
blactx-m-grupo 9 em uma triplex-PCR, e blactx-m-grupo 8 e blactx-m-grupo 25 em uma PCR
convencional. Essas PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler
(BioRad), sob a seguinte condi¢éo de ciclagem: desnaturacéo inicial a 94 °C por 15 minutos
(esse tempo € necessario para ativagcdo da enzima Taqg Polimerase do kit utilizado), seguida de
30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos, anelamento dos primers a 60 °C por 40
segundos e extensdo do produto a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extenséo
a 72 °C. Os produtos foram analisados com auxilio do equipamento QIAxcel Advanced
(Qiagen), utilizando 0 marcador de peso molecular “QX Size Marker 100 pb —2.5 kb (Qiagen).

Quando nenhum gene da familia blactx-m foi detectado, foi avaliada a presenca de genes
das familias blatem e blasny, de acordo com primers (Apéndice A) e protocolos previamente



52

descritos (Gaillot et al., 1998; Taneja et al., 2012). A condicdo de ciclagem dessas PCR foram:
desnaturacéo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por
30 segundos, anelamento a 55 °C (para blatem) ou 60 °C (para blaskv) por 1 minuto e extensdo
a 72 °C por 1 minuto, com extensdo final a 72 °C por 7 minutos. As reacdes também foram
conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler, e os produtos foram analisados como
descrito acima.

Linhagens que apresentaram resisténcia ao antimicrobiano cefoxitina, uma cefamicina,
foram submetidas a PCR para deteccdo do gene blacmy-2/4, que também pode ser responsavel
pela resisténcia a ESC. Essas PCR foram realizadas utilizando-se primers (Apéndice A) e
protocolos previamente descritos (Mammeri et al., 2010), e também foram conduzidas em
termociclador T100® Thermal Cycler, sob a seguinte condi¢io de ciclagem: desnaturacéo
inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos
de extensdo a 72 °C. Os produtos foram analisados como descrito acima.

Como controles positivos para todas as reacdes, foram utilizados DNA de cepas
previamente caracterizadas e sequenciadas da cole¢do de cultura bacteriana do AVB-ANSES,

Lyon.

4.9.1 Identificacdo e contexto genético dos genes blactx-m-grupo 1

Ap0s confirmacdo por PCR da presenca dos genes blactx-m, as linhagens positivas para
blacTx-m-grupo 1 foram submetidas a uma nova PCR com os primers (Apéndice A) ISEcpl
(5'-AAAATGATTGAAAGGTGGT-3") e P2D (5-CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG-3') para
amplificar todo o gene e a porcdo final da sequéncia de inser¢édo ISEcpl, em um fragmento de
aproximadamente 1.100 pb (Carattoli et al., 2008; Liao et al., 2010). Positividade para essa
reacdo comprova a presenca de ISEcpl imediatamente upstream ao gene blactx-m-grupo 1.

As PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler, sob a seguinte
condicgéo de ciclagem: desnaturacdo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 10 segundos e extenséo a 72 °C
por 30 segundos, com 3 minutos de extensdo final a 72 °C. Os produtos foram analisados como
descrito anteriormente, na secéo 4.8, e foram, entdo, enviados a Beckman Coulter Genomics
(Inglaterra) para o sequenciamento de acordo com os procedimentos padrdes da empresa.

Os resultados foram analisados com auxilio dos programas online “Translate Nucleic

Acid Sequence Tool” — para a traducdo das sequéncias — e “Clustal Omega” — para a
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comparagdo das sequéncias —, disponiveis nos website http://biotools.umassmed.edu/cgi-
bin/biobin/transeq e http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, respectivamente. As sequéncias

originadas foram comparadas a outras previamente depositadas na base de dados GenBank.

4.9.2 ldentificacao de genes blactx-m-grupo 8 ou -grupo 25

Quando foi identificada a presenca de genes blactx-m-grupo 8 ou -grupo 25 (Dallenne
et al., 2010), foram realizadas PCR adicionais especificas para blactx-m-s € blactx-m-2s,
utilizando primers (Apéndice A) e protocolos previamente descritos (Chmelnitsky et al., 2005;
Shibata et al., 2006). As PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler
(BioRad). Para blactx-m-grupo 8, a condicao de ciclagem foi: desnaturacéo inicial a 95 °C por
15 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extensédo a 72
°C. Para blactx-m-grupo 25, a condicdo de ciclagem foi: desnaturacéo inicial a 95 °C por 15
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1
minuto e extensao a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extensdo a 72 °C. Os
produtos de PCR foram analisados como descrito na se¢do 4.9, e os positivos foram enviados a
Beckman Coulter Genomics para 0 sequenciamento com 0os mesmos primers utilizados na PCR.

Os resultados foram analisados como descrito em 4.9.1.

4.9.3 Identificacdo dos demais genes de resisténcia detectados

Apos positividade na PCR para deteccdo dos genes blactx-m-grupo 2, blasnv, blatem e
blacmy-2/-4, 0s produtos foram enviados & Beckman Coulter Genomics para o sequenciamento
com 0s mesmos primers utilizados nas PCR. Os resultados foram analisados como descrito em
4.9.1, a excegdo dos genes blactx-m-grupo 2, que foram amplificados e sequenciados com
primers (Apéndice A) e protocolo descritos por Bertrand e colaboradores (Bertrand et al.,
2006).

4.9.4 Ambiente genético de genes blactx-m € blacmy-2
O estudo do ambiente genético dos genes blactx-m-grupo 1 esta descrito na secéo 4.9.1.

As linhagens de E. coli carreadoras de blactx-m-2 foram submetidas a diversas PCR para

determinar a presenca ou auséncia da ISCR1 upstream ao gene e a arquitetura do integron de
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classe 1 no qual poderiam estar inseridos. Para tanto, foram utilizados primers (Apéndice A) e
protocolos previamente descritos (Power et al., 2005). As PCR foram conduzidas em
termociclador T100® Thermal Cycler (BioRad), sob as condigdes de ciclagem: desnaturacéo
inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extenséo a 72 °C por 2 minuto, finalizando com 7
minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos das PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,0%, sob um campo elétrico de 6 V/cm por 60 minutos. O gel foi corado com
brometo de etidio a 0,8% e visualizado e fotografado sob luz ultravioleta com auxilio do
equipamento LPix Ex (Loccus Biothecnology). Quando houve positividade para inser¢do em
integron de classe 1, a regido variavel de cassetes génicos foi enviada ao IBTEC (Instituto de
Biotecnologia da UNESP), em Botucatu-SP, para 0 sequenciamento com 0S mesmos primers
utilizados nas PCR. O referido laboratorio utiliza o equipamento ABI 3500 (Applied
Biosystems), seguindo as recomendagdes do fabricante. Os resultados foram analisados como
descrito em 4.9.1.

Quando blactx-m-s foi identificado, uma nova PCR foi realizada para determinar a
presenca ou auséncia da IS10 upstream ao gene. Para tanto, foram desenhados os primers
IS10down (5’-TCGCTTTGGTTGGCAGGTTACG-3’) e CTXM8up (5’-ACTGGTGCTGCA
CATGGCAAAG-3") (Apéndice A) com auxilio do programa Accelrys Gene®, especificamente
para esse estudo. As PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler
(BioRad), sob as condicdes de ciclagem: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 63 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos
das PCR foram analisados em gel de agarose, como descrito acima. O produto amplificado foi
enviado ao IBTEC para o sequenciamento com o primer 1S10down. O resultado foi analisado
como descrito em 4.9.1.

Nas linhagens carreadoras de blacmy-2, foi realizada PCR adicional com os primers
ISEcplULl (5°-AAAAATGATTGAAAGGTGGT-3") e CITMR (5-TTTCTCCTGAACGTGG
CTGGC-3’) (Apéndice A), previamente descritos (Pérez-Pérez e Hanson, 2002; Saladin et al.,
2002). A reacdo foi conduzida em termociclador T100® Thermal Cycler (BioRad), sob as
condicdes de ciclagem: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos foram analisados

em gel de agarose, como descrito acima.
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4.10 Ensaio de conjugacdo bacteriana em meio liquido

Com a finalidade de avaliar se os plasmideos portadores dos genes de resisténcia eram
passiveis de serem transferidos para outras bactérias, foi realizado o teste de conjugacdo em
meio liquido, utilizando-se a cepa de Escherichia coli K-12 J53, resistente a rifampicina e
sensivel aos B-lactamicos, como cepa receptora, empregando-se protocolo padronizado pela
ANSES.

Para tanto, as linhagens a serem testadas, mais a cepa receptora, foram reativadas,
diretamente do criotubo, em 5 mL de caldo BHI e deixadas em banho-maria sob agitacdo a 37
°C por 5-6 horas. Entdo, 50 uL do caldo com bactéria foi inoculado em 10 mL de caldo BHI e
incubado em banho-maria sob agitacdo a 37 °C por 18-20 horas. No dia seguinte, 100 puL deste
caldo com bactéria foi inoculado em um novo tubo com 10 mL de caldo BHI, e deixado em
banho-maria sob agitacdo a 37 °C por 5-6 horas. A seguir, em um tubo estéril, foram
adicionados 4 mL do caldo crescido com a cepa receptora e 1 mL do caldo crescido com a
linhagem a ser testada, e o tubo foi deixado por 18-20 horas, sem agitacdo, a 37 °C. Somente
no teste com as linhagens portadoras de blactx-m-2 a temperatura teste foi de 30 °C, uma vez
que considera-se a origem desses genes como sendo ambiental e, dessa forma, as primeiras
conjugacOes naturais devem ter ocorrido em temperatura proxima a temperatura ambiente.

No dia seguinte, 100 pLL da mistura (cepa receptora + linhagem doadora de plasmideo)
foram inoculados, diretamente e na diluicdo 10, em agar Miieller-Hinton adicionado de
rifampicina (250 pg/mL) e cefotaxima (5 pg/mL). As placas com &gar foram deixadas a 37 °C
por 18-20 horas. No dia seguinte, coldnias tipicas de Escherichia coli K-12 J53 — as possiveis
transconjugantes (cepa receptora que recebeu o plasmideo da bactéria selvagem portadora) —
foram inoculadas em agar Mueller-Hinton adicionado de cefotaxima (5 pg/mL). Para confirmar
a transferéncia do plasmideo, as possiveis transconjugantes foram semeadas em agar Sangue
(BioMérieux) e, apos 18-20 horas, foi realizado o TSA e a PCR para confirmagéo do gene de

resisténcia da linhagem doadora, conforme descrito nas secdes 4.7 e 4.9, respectivamente.
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4.11 Plasmideos carreadores de genes bla

4.11.1 Caracterizacao dos plasmideos quanto ao grupo de incompatibilidade

Ap0s identificacdo dos clones, as linhagens de trabalho foram submetidas ao esquema
de tipagem de plasmideos por PCR baseado em replicons (PBRT — do inglés PCR-based
replicon typing scheme) (Carattoli et al., 2005).

Para tanto, o DNA total extraido de cada linhagem foi submetido a oito diferentes
multipex-PCR, utilizando-se o “PBRT kit® — PCR-based replicon typing” (Diatheva). Com esse
kit comercial, € possivel amplificar os seguintes 25 replicons: HI1, HI2, I1, 12, X1, X2, L/M,
N, FIA, FIB, FIC, FII, Flls, Fllk, W, Y, P, A/IC, T, K, U, R, B/O, HIB-M e FIB-M. Estes
representam a maioria dos grupos de incompatibilidade do replicon basico de plasmideos de
resisténcia identificados entre as espécies da familia Enterobacteriaceae (Carattoli, 2011,
Carattoli et al., 2005; Villa et al., 2010).

Para essas PCR, foi utilizado o “QIAGEN® Multiplex PCR Kit1000” (Qiagen), e as
reagOes foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler (BioRad), sob a seguinte
condicdo de ciclagem: desnaturacdo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 minuto, finalizando com 5 minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos foram analisados
como descrito na se¢éo 4.9.

4.11.2 Caracterizacdo dos plasmideos quanto ao tamanho

Tanto linhagens selvagens quanto cepas transconjugantes de genes de resisténcia foram
submetidas & linearizacdo dos plasmideos pela acdo da nuclease S1 e, em seguida, submetidas
a PFGE.

Para tanto, utilizou-se 0 mesmo protocolo padronizado pela ANSES, reagentes e
equipamentos descritos anteriormente (secédo 4.6), com a diferenca que, para a confeccao destes
blocos de agarose, foi utilizada uma maior quantidade da suspenséo bacteriana em NaCl 0,9%
(1 mL da solugdo 4,8 da escala McFarland ao invés de 100 puL). Os DNA foram submetidos a
digestdo com 100 U da enzima S1 (Promega) a 37 °C por 30 minutos, e a PFGE foi realizada
sob os parametros: initial switch time = 1 segundo, final switch time = 30 segundos, campo

elétrico = 6 V/cm, e tempo de migragdo = 20 horas.
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O resultado da eletroforese foi visualizado como descrito na se¢do 4.6, e foram
considerados apenas os plasmideos maiores que 50 kb de tamanho molecular, pois 0 marcador
de peso molecular (Lambda Ladder Chef DNA Size Standard — BioRad) utilizado permite
apenas a comparacdo a partir deste. Dessa forma, comparando-se as bandas dos plasmideos
com as bandas do marcador molecular padrdo foi possivel medir o tamanho dos plasmideos
portados pelas linhagens selvagens ou pelas transconjugantes.

4.12 Estudo de genes bla inseridos no cromossomo

Quando ndo foi obtido sucesso no ensaio de conjugacdo do plasmideo carreador de gene
de resisténcia, e ndo foi confirmada a localizacdo plasmidial do gene com as técnicas
empregadas acima, foram realizadas metodologias especificas para a detec¢cdo do gene no
cromossomo bacteriano. As linhagens investigadas por esta metodologia foram submetidas a
acdo da enzima I-Ceul e, em seguida, submetidas & PFGE.

Primeiramente, os plugues de agarose foram confeccionados seguindo-se 0 mesmo
protocolo para a tipagem molecular (se¢do 4.6) e, em seguida, utilizou-se 5 U da enzima I-Ceul
(New England Biolabs) por 18-20 horas a 37 °C. Entdo, a PFGE foi realizada sob um campo
elétrico de 6 VV/cm em dois blocos subsequentes, sendo os pardmetros do primeiro bloco (12
horas): initial switch time = 20 segundos e final switch time = 120 segundos, e os do segundo
bloco (12 horas): initial switch time = 60 segundos e final switch time = 100 segundos.

O resultado da eletroforese foi visualizado como descrito na secdo 4.6, e utilizado na
posterior comparacdo da posicdo do gene de resisténcia com a posi¢cdo dos genes rrn, da
subunidade 23S do rRNA, para confirmar ou ndo a localizagdo cromossémica do primeiro.
Assim, para cada linhagem analizada foram necessarias 2 PFGE, pois um resultado foi utilizado
para hibridar com uma sonda para o gene de resisténcia e o outro, com a sonda para genes rrn,
esta Gltima utilizando os primers wl-3110 e wl-3111 (Han et al., 2007). Imediatamente apds a
PFGE, seguiu-se a técnica Southern blot.

4.13 Técnica Southern blot

A técnica Southern blot foi utilizada para transferir os fragmentos de DNA contidos nos
géis de agarose ap6s a PFGE-S1 ou PFGE-I-Ceul para uma membrana de nylon de acordo com
protocolo padronizado pela ANSES. Para a transferéncia de DNA do gel de PFGE para a

membrana de nylon, foi utilizado o equipamento Pierce Power Blot Station® (Thermo Fisher
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Scientific), que realiza o Southern blot pelo uso de corrente elétrica ao longo de,
aproximadamente, 60 minutos.

Uma de membrana de nylon Amersham Hybond ™-N* (GE Healthcare) foi depositada
em cima do gel de PFGE, e ambos foram depositados entre duas folhas de papel absorvente
(Whatman) embebidos em tampé&o TE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) entre os
eletrodos do aparelho. Ao término do procedimento, a membrana de nylon foi lavada em

solucdo SSC 2X e deixada para secar por 18-20 horas em temperatura ambiente.

4.14 Hibridagéo do DNA da membrana de nylon com sonda

Apbs a impregnacdo da membrana de nylon com os fragmentos de DNA, fez-se a
hibridacdo dos mesmos com sondas especificas para as regides de interesse, a fim de se
determinar a localizacdo destes fragmentos. Apos o resultado, foram comparados 0s tamanhos
das bandas presentes no gel de agarose e as bandas reveladas na membrana de nylon. Assim, as
técnicas Southern blot seguida de hibridacdo foram utilizadas para a determinacdo do ambiente
genético, tanto para identificar ou confirmar o tamanho e o grupo de incompatibilidade dos
plasmideos quanto para confirmar a localizagdo cromossdmica, dos genes de resisténcia das
linhagens do estudo. Para tanto, seguiu-se protocolo padronizado pelo fabricante dos reagentes
de hibridacéo.

Anteriormente ao inicio da hibridacdo, foi realizada uma PCR para a preparacdo da
sonda. Utilizou-se o “PCR DIG Probe Synthesis Kit” (Roche Diagnostics): 5 uL de tampdao
10X, 5 uL de “PCR dig probe”, 2,5 uL dos mesmos primers (20 uM) utilizados na PCR para
deteccédo do fragmento a ser identificado, 0,75 pL do mix da enzima, 32,75 uL de 4gua e 4 puL
de DNA de uma amostra sabidamente positiva para o fragmento de DNA em questdo. Os
pardmetros da PCR foram os mesmos utilizados quando na deteccéo do fragmento (especifica
para cada gene investigado).

A membrana de nylon ja impregnada com os DNA foi, entdo, submetida a seriados
tratamentos com tampdes com auxilio do kit “DIG Wash and Block Buffer Set” (Roche
Diagnostics). Primeiramente, a membrana foi submetida & uma lavagem pré-hibridacéo (SSC
5X, 0,1% de N-Laurilsarcosil, 0,02% de SDS, 1% de “Blocking Reagent” — este Ultimo
acompanha o kit) por 4 horas a 42 °C. Apés, a sonda — pré-preparada — foi desnaturada a 100
°C por 4 minutos e misturada a uma nova solugdo de pré-hibridacdo, onde a membrana foi
deixada por 18-20 horas a 42 °C. No dia seguinte, a membrana foi lavada na solugdo SSC 2X,
0,1% de SDS a temperatura ambiente, e na solu¢do SSC 0,5X, 0,1% de SDS a 68 °C. Apés, a
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membrana foi lavada com &cido maleico 1X e, entdo, submetida & Solugéo de Bloqueio (&cido
maleico 1X e 1% de “Blocking Reagent”) por 45 minutos a temperatura ambiente. Entdo, foi
adicionado o anticorpo “Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments” (Roche Diagnostics) a uma
nova Solucdo de Blogueio, onde a membrana foi deixada por 30 minutos a temperatura
ambiente. A membrana foi lavada varias vezes com Tampdo de Lavagem 1X (acompanha o kit
“DIG Wash and Block Buffer Set”) e equilibrada em Tampdo de Detecgdo 1X (também
acompanha o Kkit). O substrato corante de biotina “NBT/BCIP stock solution” (Roche
Diagnostics) foi diluido em um novo Tampdo de Detecgdo 1X, onde a membrana foi deixada
sob o abrigo da luz até a reacdo ser parada com a adi¢ao de 4gua, no méximo no dia subsequente.
Regides coradas em roxo indicam a hibridacéo da sonda ao alvo no DNA.

4.15 Classificacdo das linhagens de E. coli em grupos filogenéticos

Para a classificacdo das linhagens de E. coli em grupos filogenéticos, foram utilizados
0 “QIAGEN® Multiplex PCR Kit 1000” (Qiagen) e primers (Apéndice A) e protocolos
previamente descritos. A leitura dos resultados de grupo filogenético foi realizada conforme o
esquema de Escobar-Paramo e colaboradores para uma comparagdo mais precisa entre as
linhagens isoladas (Escobar-Paramo et al., 2006), porém baseado no esquema classificatorio
inicial de Clermont (Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000), e utilizando os primers descritos
por Doumith e colaboradores (Doumith et al., 2012).

As PCR foram conduzidas em termociclador T100® Thermal Cycler (BioRad), sob a
seguinte condigdo de ciclagem: desnaturacéo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °C por 30 segundos e extensdo
a 72 °C por 30 segundos, finalizando com 7 minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos foram

analisados com auxilio do equipamento QIAxcel, como descrito na se¢éo 4.9.
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5. RESULTADOS

5.1 Linhagens de Escherichia coli isoladas de carnes e do TGI de frangos no Brasil

Foi obtido um total de 49 linhagens de E. coli resistente a ESC a partir de todas as cinco
amostras de carne de frango originadas do Brasil.
Cento e dezenove linhagens de E. coli resistentes a ESC foram isoladas de 63 aves

(58,3% do total de 117 frangos) analisadas nas trés fazendas.

5.2 Linhagens de Escherichia coli isoladas a partir de carnes de frango e de carnes de

coelho na Franca

Dentre as 48 amostras de carne de frango avaliadas, 44 (91,7%) continham, a0 menos,
uma linhagem de E. coli resistente a ESC. Foram obtidas 107 linhagens a partir das amostras
de carne de frango analizadas.

Dentre as 14 amostras de carne de coelho avaliadas, duas (14,3%) continham uma

linhagem de E. coli resistente a ESC cada uma.

5.3 Tipagem molecular das linhagens de E. coli

5.3.1 Tipagem molecular das linhagens isoladas de carnes e do TGI de frangos no
Brasil

A tipagem molecular por REP-PCR (Figura 5) evidencia que ha similaridade entre
linhagens isoladas de aves diferentes, porém de uma mesma fazenda, bem como ha similaridade
entre linhagens isoladas de mesma amostra de carne. Contudo, ndo houve similaridade entre
linhagens isoladas de amostras de carne diferentes ou de frangos de diferentes fazendas.

Trés excegdes foram observadas. A linhagem CFCTX53, isolada de CRF5, apresentou
similaridade maior que 90% com linhagens de E. coli isoladas do frango 117, proveniente da
Fazenda 3. O mesmo ocorreu entre as linhagens CFCTX47, CFCTX48 e F63x, e entre as
linhagens CFCTX58 e F77Ax1 (Figura 5).

Arbitrariamente, foram selecionadas 60 linhagens (35,7% do total de 168) para os
experimentos posteriores, sendo 18 provenientes de carnes (36,7% das 49 linhagens de CRF) e
42 de TGI de frangos (35,3% das 119 linhagens de cloacas).



62

Figura 5 — Dendrograma gerado pelo software BioNumerics 6.6 para comparacdo dos perfis
eletroforéticos de REP-PCR das linhagens isoladas de carnes e do TGI de frangos do Brasil. A
linha vermelha indica similaridade minima de 90% entre os perfis. (O dendrograma aparece em
duas partes separadas por razdes de espaco na pagina deste trabalho.)
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5.3.2 Tipagem molecular por restricdo do DNA gendmico e MLST das linhagens

isoladas de carnes de frango e de carnes de coelho na Franga

A Figura 6 apresenta o dendrograma gerado pelo perfil de restricdo gendmica de
linhagens de carnes de frango e de carnes de coelho. Observa-se que colbnias previamente
selecionadas apresentando morfotipos diferentes nos &gares foram consideradas clonais em
alguns casos, como para algumas linhagens provenientes de carnes de frango.

Cinco linhagens isoladas de diferentes amostras de carnes de frango foram alocadas em
um mesmo cluster, sendo consideradas “clonais”, como pode ser melhor observado na Figura
7. As linhagens P36B1 e P36B2, presentes neste cluster, foram provenientes de uma mesma
amostra de carne; assim, foi selecionada apenas P36B1 para a realizacdo dos experimentos
seguintes. As demais linhagens do cluster (P6AL, P21B4, P44B1 e P45B2), juntamente com
P36B1, foram todas isoladas de amostras de carnes diferentes, mesmo em dias diferentes, e de
produtores (B e C) diferentes. Ainda, a linhagem P34B1 apresentou similaridade muito préxima
(89,4%) a das linhagens que formaram o cluster, com apenas uma banda claramente diferente
das demais (Figura 7), porém nao foi considerada como pertencente ao cluster por estar abaixo
do limite de similaridade de 90%. Dentre as linhagens pertencentes ao cluster formado, P44B1
foi selecionada, ao acaso, e a tipagem por MLST identificou o clone ST1640.

As duas linhagens de E. coli resistentes a ESC provenientes de carnes de coelho
apresentaram perfil de restricdo genémica por Xbal completamente distintos entre si, e distintos
das linhagens provenientes de carnes de frango (Figura 6). Ambas foram tipadas por MLST, e
foram identificadas como os clones ST1158 (linhagem L5A1) e ST162 (linhagem L7B1).

Ap0s tipagem molecular das linhagens da Franca, 77 linhagens de carnes de frango e as

2 de carnes de coelho foram submetidas aos experimentos subsequentes.

Figura 6 — Dendrograma das linhagens de carnes de frango e de coelho da Franca gerado a
partir dos perfis de restricdo gendmica por Xbal seguida de PFGE. A primeira coluna compde
0s nomes das linhagens; a segunda coluna (“Pr”), a identificacdo dos produtores das amostras
de carnes; e a terceira coluna, a data de processamento, no AVB-ANSES, das amostras de
carne. A linha vermelha indica uma similaridade de 90% entre os perfis. Os retangulos azuis
nos nomes das linhagens indicam as consideradas “clonais” provenientes da mesma amostra
de carne. O retangulo vermelho indica um cluster formado por linhagens provenientes de
amostras de carnes diferentes.
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Figura 7 — Cluster das linhagens de carnes de frango da Franca identificado na Figura 6 pelo
retdngulo vermelho. Apesar de a linhagem P34B1 apresentar similaridade menor que 90%
com as linhagens do cluster (89,4%), é possivel observar que ela apresenta, claramente, 1
banda de diferenca das demais (seta vermelha).
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5.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA)

5.4.1 TSA nas linhagens de E. coli isoladas de carnes e do TGI de frangos do Brasil

e de carnes de frango da Franca

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 60 linhagens brasileiras de E. coli
selecionadas para o estudo sdo apresentados no Apéndice B. Com relacdo ao teste fenotipico
para confirmagéo da producédo de ESBL, 86,7% das linhagens apresentaram resultado positivo
(Figura 8). As linhagens que apresentaram resultado negativo foram as obtidas de frangos da
Fazenda 3.

Todas as linhagens apresentaram resisténcia as ESC cefotaxima e ceftiofur, exceto a
linhagem CFCTX23, que apresentou resisténcia intermediaria ao ceftiofur (um antimicrobiano
analogo a ceftriaxona para uso veterinario). Apenas 18,3% das linhagens apresentaram
resisténcia a ceftazidima. Em relagdo as cefalosporinas de quarta geracdo, exceto a linhagem
CFCTX23 e as linhagens da Fazenda 3, as demais 51 linhagens apresentaram resisténcia a
cefquinoma (analogo a cefepima para uso veterinario), e, destas, 33 (64,7%) apresentaram
resisténcia também a cefepima. Quanto aos monobactamicos, 45,0% das linhagens
apresentaram resisténcia ao aztreonam. Somente 8 linhagens (13,3%), todas da Fazenda 3,
apresentaram resisténcia a cefoxitina. Ndo foi detectada resisténcia ao carbapenémico
ertapenem em nenhuma linhagem proveniente de amostras do Brasil.

A resisténcia aos aminoglicosideos (principalmente a estreptomicina) foi observada em
78,3% das linhagens, seguida pela resisténcia as sulfonamidas em 76,7% e a tetraciclina em

75,0%, as quinolonas, em 65,0%, ao trimetoprim, em 26,7%, e resisténcia ao cloranfenicol em
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13,3%. Néo foi detectada resisténcia a colistina em nenhuma das linhagens do Brasil analisadas
(Apéndice B).

Figura 8 — Exemplo de resultado de TSA e Teste fenotipico de ESBL. As setas vermelhas
apontam as “zonas fantasmas” ou o alargamento do halo de inibicdo do antimicrobiano, onde
houve inibicdo da p-lactamase da bactéria testada pelos inibidores de B-lactamases, impedindo
0 crescimento bacteriano. AMX: amoxicilina; CEQ: cefquinoma; PIP: piperacilina; FEP:
cefepima; AMC: amoxicilina/acido  clavulanico;, CAZ:  ceftazidima; TPZ:
piperacilina/tazobactam; CF: cefalotina; XNL: ceftiofur; TCC: ticarcilina/acido clavulanico;
ATM: aztreonam; CXM: cefuroxima; FOX: cefoxitina; CTX: cefotaxima; ETP: ertapenem.
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O Apéndice C apresenta o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado
pelas 77 linhagens de E. coli resistentes a ESC isoladas de carnes de frango, que foram
selecionadas apds a tipagem molecular.

Com relacéo ao teste fenotipico para confirmacdo da produgdo de ESBL, 74 linhagens
(96,1%) resistentes a ESC isoladas de carnes de frango apresentaram resultado positivo. A
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excecdo de duas linhagens (P1Al e P31A1), todas as demais (97,4%) apresentaram resisténcia
4, no minimo, uma entre as ESC testadas, sendo a resisténcia a cefotaxima e ao ceftiofur as
mais comuns (94,8% e 88,3%, respectivamente, do total de 77 linhagens), e alguns casos de
resisténcia a ceftazidima (6,5%). As linhagens P1Al e P31A1 apresentaram resisténcia
intermediéria a cefotaxima e a ceftazidima, e P31A1 também ao ceftiofur. Em relacdo as
cefalosporinas de quarta geracdo, 83,1% apresentaram resisténcia a cefepima e a cefquinoma,
sendo que ndo houve uma linhagem resistente a primeira e ndo a segunda. Apenas 18,9% das
linhagens apresentaram resisténcia ao aztreonam, e 4 (3,8%) a cefoxitina. Ndo foi detectada
resisténcia ao ertapenem.

Foi observada resisténcia as sulfonamidas em 84,4% das linhagens, seguida pela
resisténcia a tetraciclina em 75,3%, ao trimetoprim, em 52,0%, resisténcia as quinolonas
testadas em 42,9%, aos aminoglicosideos, em 29,9% (ndo tento sido abservada resisténcia a
amicacina, a apramicina e a netilmicina), e aos fenicois, em 14,9%. Também n&o foi detectada
resisténcia a colistina nas linhagens francesas (Apéndice C).

A Tabela 1 mostra as porcentagens de linhagens que apresentaram resisténcia as
diferentes classes de antimicrobianos provenientes da cadeia produtora de frangos (linhagens
isoladas de carnes e do TGI de frangos no Brasil, e linhagens de carnes de frango da Franga).
Todas as linhagens isoladas de carnes e TGI de frangos do Brasil apresentaram resisténcia a, ao
menos, uma ESC, enquanto 97,4% das linhagens isoladas de carnes de frango da Franca foram
resistentes a ESC. As linhagens P1Al e P31Al, isoladas de carnes de frango da Franca,
apresentaram resisténcia intermediaria as ESC.

Comparando-se, somente, as linhagens isoladas de carnes e do TGI de frangos do Brasil,
observa-se uma marcante diferenca na porcentagem de linhagens resistentes ao cloranfenicol,
ao qual quase 40% das linhagens de carnes sdo resistentes, contra apenas 3% das linhagens
isoladas de cloacas (Tabela 1). Também é observada diferenga, ainda na comparagdo de
linhagens provenientes de carnes e do TGI de frangos, na porcentagem de linhagens que
apresentaram resisténcia aos aminoglicosideos (94,4% e 71,4%, respectivamente), as
quinolonas (88,9% e 54,8%, respectivamente) e as sulfonamidas (94,4% e 69,0%,
respectivamente). Ja a porcentagem de linhagens resistentes a tetraciclina e ao trimetoprim

foram semelhantes (em torno de 75,0% e de 27,0%, respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Frequéncia (%) de linhagens de E. coli que apresentaram resisténcia as diferentes
classes de antimicrobianos em cada tipo de amostra (carnes e TGI de frangos do Brasil e carnes
de frango da Franca).

Classe Brasil Franca
de Tratos gastrointestinal Carnes Carnes de
antimicrobiano Fazendal Fazenda?2 Fazenda3  Total frango
ESC? 21(100) 13(100)  8(100)  42(100) 18 (100) 75 (97,4)
Aminoglicosideos® 19 (90,5) 10(76,9) 1(12,5) 30(71,4) 17 (94,4) 23 (29,9)
Fenicois® 1(4,8) 0 0 1(2,9) 7(38,9) 11 (14,9)
Quinolonas? 13(61,9) 10(76,9) 0 23(54,8) 16(88,9) 33 (42,9)

Sulfonamidas ~ 20(95,2) 8(615) 1(125) 29(69,0) 17 (94,4) 65 (84,4)
Tetraciclina 20(95,2) 10(76,9) 1(12,5) 31(73,8) 14(77.8) 58 (75,3)
Trimetoprim 10 (47,6)  1(7,7) 0 11(26,2) 5(27,8) 40 (51,9)
2 ESC = cefalosporinas de espectro estendido.
b As linhagens isoladas no Brasil ndo apresentaram resisténcia somente a amicacina, enquanto
que linhagens da Francga nao apresentaram resisténcia a amicacina, a apramicina e a netilmicina.
¢ As linhagens do Brasil apresentaram resisténcia somente ao cloranfenicol, e linhagens da
Franca apresentaram resisténcia tanto ao cloranfenicol quanto ao florfenicol.
d A classe “Quinolonas” considera 0 &cido nalidixico e as fluoroquinolonas enrofloxacina e
ofloxacina.

Comparando, apenas, as linhagens provenientes do TGI de frangos nas trés fazendas no
Estado de S&o Paulo, observa-se, claramente, uma maior porcentagem de linhagens resistentes
aos antimicrobianos ndo B-lactdmicos isoladas nas Fazendas 1 e 2 em relacdo as linhagens
isoladas na Fazenda 3 (Tabela 1). Apenas a linhagem F106Bx, isolada na Fazenda 3,
apresentou resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclina e sulfonamidas (Apéndice B).

Ao compararmos a porcentagem de linhagens que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos ndo B-lactamicos isoladas de carnes de frangos do Brasil e da Franga, fica
evidente a diferenca, principalmente em relacdo aos aminoglicosideos, mas também as
guinolonas, aos fenicois e ao trimetoprim (Tabela 1). A porcentagem de linhagens resistentes
as sulfonamidas e a tetraciclina sdo semelhantes. Excetuando a resisténcia ao trimetoprim
(52,0% das linhagens isoladas na Franga e 27,8% das linhagens de carnes de frango do Brasil),
a porcentagem de linhagens resistentes as demais classes de antimicrobianos foi sempre maior

nas linhagens isoladas de carnes do Brasil do que nas de carnes da Franga (Tabela 1).
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5.4.2 TSA nas linhagens de E. coli isoladas de carnes de coelho da Franga

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 2 linhagens de E. coli isoladas a
partir de carnes de coelho estdo apresentados no Apéndice D. Tanto L5A1 quanto L7B1
apresentaram resisténcia a ceftazidima. Somente L7B1 apresentou resisténcia a cefotaxima, e
ambas apresentaram resisténcia intermediaria ao ceftiofur. As duas linhagens apresentaram
sensibilidade a cefepima e a cefquinoma, porém, resisténcia ao aztreonam. L7B1 apresentou
também resisténcia intermediaria a cefoxitina. Nenhuma das duas linhagens apresentou
resisténcia ao ertapenem, e foram positivas para o teste fenotipico de produgéo de ESBL.

A linhagem L5A1, adicionalmente, apresentou resisténcia a estreptomicina, ao
cloranfenicol, a tetraciclina, as sulfonamidas e as quinolonas testadas, enquanto L7B1
apresentou apenas resisténcia a ofloxacina, e resisténcia intermediaria ao acido nalidixico e a

enrofloxacina.

5.5 Deteccdo e identificacédo dos genes de resisténcia a ESC

5.5.1 Genes bla nas linhagens de E. coli isoladas de carnes e cloaca de frangos do
Brasil

A Figura 9 ilustra um resultado de Multiplex-PCR para a detec¢édo dos genes de blactx-
m-grupo 1, -grupo 2 e -grupo 9. O Quadro 1 mostra a diversidade de genes de resisténcia a
ESC identificados nas 60 linhagens de E. coli isoladas de carnes e do TGI de frangos do Brasil.
Dentre as 18 linhagens isoladas de carnes, o gene blactx-m-2 foi predominante, presente em 15
linhagens (83,3%) isoladas de todas as cinco amostras de carne. O gene blactx-m-15 foi
identificado em duas linhagens (11,1%) de uma mesma amostra de carne, e o0 gene blactx-m-s
em apenas uma linhagem (5,6%). Apesar deste estudo ndo apresentar grande abrangéncia, a
contaminacéo de carnes com E. coli carreadoras de outros genes que nao blactx-m-2 parece ser
pontual (Quadro 1). Observa-se, também, que diferentes linhagens de E. coli foram isoladas a
partir de uma mesma amostra de carne, inclusive, algumas carreando genes bla diferentes
(Quadro 1).
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Figura 9 — Exemplo de eletroforese, utilizando o aparelho QlAxcel, da multiplex-PCR para
deteccdo de blactx-m-grupo 1, -grupo 2 e -grupo 9. Branco: tubo sem a adicao de qualquer

DNA,; M: marcador de peso molecular padréo.
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Com relacdo as 42 linhagens isoladas do TGI de frangos, o gene blactx-m-2 também

predominou, sendo detectado em 26 linhagens (61,9%), e presente apenas nas fazendas 1 e 2.

O gene blactx-m-s5 foi detectado em 7 linhagens (16,7%), apenas na Fazenda 2, e o gene blacmy-
» foi detectado apenas nas 8 linhagens (19,0%) da Fazenda 3. A linhagem F13Bx (2,4%),

positiva no teste fenotipico de ESBL, ndo apresentou nenhum dos genes investigados pela

metodologia empregada (Quadro 1).

Também observa-se que diferentes linhagens de E. coli foram isoladas a partir do TGI

de uma mesma ave, e algumas carreando genes bla diferentes, como na Fazenda 2 (Quadro 1).



Quadro 1 — Filogrupo de E. coli, genes bla e contexto genético nas 60 linhagens do Brasil.

Gene ideos?
Linhagem Filogrupo blal Tamanho (kzl)asm'deéiupo e Ambiente genético dos genes bla®
CFCTX9 Al CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEAI-sull-1SCR1-bla-qacEAl
CFCTX13 D2 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEAIl-sull-1SCR1-bla-qacEAl
CFCTX15 D2 CTX-M-2 --- - Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX20 A0 CTX-M-2 --- --- Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX23 A0 CTX-M-8 100 11 1S10-bla
CFCTX24 B1 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX27 D2 CTX-M-2 --- - Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX28 D2 CTX-M-2 --- --- Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX30 B2.3 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEAl-sull- 1SCR1-bla-qacEAl
CFCTX36 B1 CTX-M-15 55 X1 ISEcpl-bla
CFCTX37 D2 CTX-M-2 --- - Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCTX39 D2 CTX-M-2 --- -—- Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
CFCAZ3 Bl CTX-M-15 --- - ISEcpl-bla
CFCTX44 D2 CTX-M-2 --- --- ISCR1-bla
CFCTX53 D1 CTX-M-2 --- --- ISCR1-bla
CFCTX55 D2 CTX-M-2 --- --- ISCR1-bla
CFCTX57 Al CTX-M-2 2425 HI2/P ISCR1-bla
CFCTX58 D2 CTX-M-2 --- --- Intll-dfrA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F1Bx D1 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F4AX A0 CTX-M-2 --- - Intl1-dfrA-aadA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F4Bx Al CTX-M-2 --- --- Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F7Bx B1 CTX-M-2 --- - Intl1-dfrA-aadA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-qacEAI
F13Ax D1 CTX-M-2 - - Intll-aadB-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F13Bx* Al ESBL+ ---
F14Dx A0 CTX-M-2 --- -—- Intl1-dfrA-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F15Bx A0 CTX-M-2 - - Intl1-dfrA-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAI
F17Bx Al CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F20Bx D1 CTX-M-2 - - Intl1-aadB-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-qacEAl
F21Ax D1 CTX-M-2 --- --- ---
F21Bx Bl CTX-M-2 - - Intl1-dfrA-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F23x D2 CTX-M-2 - - Intll-dfrA-aadA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-qacEAlL
F24x D2 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F25Bx D1 CTX-M-2 --- --- ---
F26Bx D2 CTX-M-2 --- --- Intl1-dfrA-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F28Ax D2 CTX-M-2 - - Intll-aadA-qacEAl-sull- I1SCR1-bla-qacEAl
F31ABx D1 CTX-M-2 - - Intll-aadB-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-qacEAl
F35Ax Al CTX-M-2 --- - Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F35Bx A0 CTX-M-2 --- --- Intl1-dfrA-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F37x A0 CTX-M-2 --- --- ---
F42Cx D2 CTX-M-2 --- - Intll-aadA-qacEAl-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F49Bx B1 CTX-M-55 100 N/FI ISEcpl-bla
F56AX D2 CTX-M-55 110 N/FI ISEcpl-bla
F58x Al CTX-M-2 --- -—- Intll-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F59Bx D2 CTX-M-55 100 N/FI ISEcpl-bla
F60Bx Al CTX-M-55 100 N/FI ISEcpl-bla
F61Bx A0 CTX-M-2 --- --- ---
F61Cx D2 CTX-M-55 100 N/F1 ISEcpl-bla
F66AX1 D1 CTX-M-2 - - Intll-aadB-aadA-qacEAI-sull-1SCR1-bla-qacEAl
F66Bx Al CTX-M-55 90 Fll ISEcpl-bla
F68Bx D2 CTX-M-2 --- - Intl1-aadA-qacEA1-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F69AX D1 CTX-M-2 --- -—- Intll-aadB-aadA-qacEAI-sull-1SCR1-bla-gacEAl
F71Bx D2 CTX-M-55 100 N/FII ISEcpl-hbla
F75x D1 CMY-2 90 -—- ISEcpl-bla
F77Bx D1 CMY-2 90 --- ISEcpl-bla
F81Bx D1 CMY-2 90 --- ISEcpl-bla
FI1AX D1 CMY-2 90 - ISEcpl-bla
F94x Al CMY-2 90 - ISEcp1l-bla
F106Bx D1 CMY-2 90 --- ISEcpl-bla
F109x Al CMY-2 90 --- ISEcpl-bla
F117Bx D1 CMY-2 90 --- ISEcpl-bla

71
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! Os genes bla estdo marcados com cores unicamente para diferenciar os grupos de genes bla.

2 S&o apresentados apenas os plasmideos caracterizados por Southern blot/Hibridagéo ou PBRT, e estdo
marcados com as mesmas cores dos genes que carreiam para facilitar a comparagdo. Nas demais
linhagens, néo foi possivel identificar o plasmideo carreador do gene bla.

% Néo foi possivel determinar o ambiente genético de alguns genes bla, identificados com “---”.

* A linhagem F13Bx foi positiva no teste fenotipico de ESBL, porém ndo foi identificado o gene
responsavel pelo fenétipo com a metodologia utilizada. Por essa razdo, ndo foram realizados
experimentos de caracterizacdo de contexto genético nesta linhagem.

5.5.2 Genes bla nas linhagens de E. coli isoladas de carnes de frango e de coelho da

Franca

O Quadro 2 mostra a diversidade de genes de resisténcia a ESC identificados nas 77
linhagens de E. coli isoladas de carnes de frango na Franga. O gene blactx-m-1 foi predominante,
presente em 68 linhagens (88,3%). Os demais genes foram identificados como se segue: blatem-
52 em 5 linhagens (6,5%), sendo duas delas isoladas de uma mesma amostra de carne; blacmy-2
em 3 linhagens (3,9%); e blaskv-12 em apenas 1 linhagem (1,3%).

Diferentes linhagens de E. coli foram isoladas a partir de uma mesma amostra de carne
de frango, e algumas carreando genes bla diferentes (Quadro 2).

A linhagem P7A1 amplificou um gene blacrx-m-grupo 1 e, apds sequenciamento de
ambas as fitas, foi identificada uma mutacdo Q96L na sequéncia peptidica quando comparada
a daenzima CTX-M-1.

Ambas as linhagens isoladas de carnes de coelho apresentaram o gene blasmv-12.



Quadro 2 — Grupo filogenético, gene bla, tamanho e grupo de incompatibilidade dos plasmideos das 77 linhagens de carnes de frango da Franca.

Linhagem Filogrupo Gene Plasmideos Linhagem Filogrupo Gene Plasmideos Linhagem Filogrupo Gene Plasmideos

bla* Tamanho (kb)  Grupo Inc pla!  Tamanho (kb)  Grupo Inc pla!  Tamanho (kb)  Grupo Inc
P1A1 Al TEM-52 100 11 conjug P18B2 Bl CTX-M-1 100 11 P36A1 A0 CTX-M-1 150 FI1 ndo conjug
P1B1 Bl CTX-M-1 120 11 conjug P19A1 Bl SHV-12 130 11 conjug P36B1 D2 CTX-M-1 110 11
P2B1 A0 CTX-M-1 110 11 P19B1 Al CMY-2 165 AJC néo conjug P38A1 D2 CTX-M-1 110 11 conjug
P3B1 Bl CTX-M-1 100 11 P20A1 Bl CTX-M-1 115 11 P38B1 Al CTX-M-1 105 11
pP3B2 Bl CTX-M-1 100 11 P20B1 D1 CMY-2 90 K conjug P39A1 D2 CTX-M-1 105 11
P4A1l Al CTX-M-1 110 11 P20B3 D2 CTX-M-1 110 11 conjug P39B2 B1 CTX-M-1 115 11
P5A1 Bl CTX-M-1 120 FI1 ndo conjug P21A1 B23 CTX-M-1 110 11 conjug P40A1 D1 CTX-M-1 105 11
P6A1 D2 CTX-M-1 110 11 P21B1 B1 CTX-M-1 110 11 conjug P40B2 A0 CTX-M-1 100 11
P6B1 D2 CTX-M-1 100 11 P21B4 D2 CTX-M-1 110 11 P41A1 B22 CTX-M-1 105 11 conjug
P7A1 D1 CTX-M-1* 120 11 conjug P22A1 D2 CTX-M-1 110 11 P41B2 D2 CTX-M-1 105 11 conjug
P7B1 Al CTX-M-1 100 11 P23B1 Bl CTX-M-1 105 11 néo conjug P42A1 D1 CTX-M-1 105 11
P7B2 A0 CTX-M-1 97 11 P25B1 Bl CTX-M-1 110 11 P42A2 D1 CTX-M-1 120 11
P8B2 B1 CTX-M-1 120 11 P26A1 D1 TEM-52 45 X1 conjug P42B1 A0 CTX-M-1 110 11
P8B3 A0 CTX-M-1 97 11 P27A1 D2 CTX-M-1 110 11 P43A1 D2 CTX-M-1 110 11
P9A1l A0 CTX-M-1 146 F11 ndo conjug P28A1 A0 CTX-M-1 110 11 P43B2 Al CTX-M-1 110 11
P10A1 Bl CTX-M-1 118 11 P29A1 Bl CTX-M-1 110 11 P44A1 Al CTX-M-1 110 11 conjug
P11B1 Bl CTX-M-1 120 11 P30B1 Al CTX-M-1 120 11 P44B1 D2 CTX-M-1 110 11
P11B2 D2 CTX-M-1 118 11 P30B2 Al CTX-M-1 110 11 P45A1 A0 CTX-M-1 110 11
P12A1 Bl CTX-M-1 120 11 P31A1 Bl TEM-52 45 X1 conjug P45B1 D1 CTX-M-1 110 11
P14A1 Al CTX-M-1 100 11 P31B1 Al CTX-M-1 110 11 conjug P45B2 D2 CTX-M-1 110 11
P15A1 Al CTX-M-1 105 11 P31B2 D1 TEM-52 45 X1 conjug P46B1 D2 CTX-M-1 110 11 conjug
P15B2 Bl CTX-M-1 110 11 P32A1 Al CTX-M-1 110 11 P47A1 A0 TEM-52 100 11 conjug
P15B3 B2.3 CMY-2 165 AJ/C néo conjug P33A1 Al CTX-M-1 120 11 P47B1 Bl CTX-M-1 110 11
P16B1 Al CTX-M-1 105 11 P34A1 D2 CTX-M-1 195 11 néo conjug P48A1 D1 CTX-M-1 105 11
P16B3 Bl CTX-M-1 110 11 ndo conjug P34B1 D2 CTX-M-1 115 11 P48B1 Bl CTX-M-1 105 11 conjug
P18B1 D2 CTX-M-1 97 11 P35A1 Bl CTX-M-1 110 11

1 Os genes e os plasmideos que os carreiam estdo marcados com cores diferentes unicamente para diferenciar as familias de genes bla e facilitar a comparacéo.
2 Os plasmideos estdo marcados com as mesmas cores dos genes que carreiam para facilitar a comparacéo, e foram identificados por Southern blot/Hibridacéo
ou PBRT. Plasmideos submetidos ao ensaio de conjugagado estdo marcados com seus resultados “conjug” = conjugativo, ou “ndo conjug” = ndo conjugativo.

* O gene blacTx-m da linhagem P7A1 ndo é completamente similar a blactx-m-1, apresentando uma mutacéo Q96L.

€L
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5.6 Ambiente genético dos genes bla e caracterizagdo dos plasmideos quanto a capacidade
de conjugacéo, ao tamanho e ao grupo de incompatibilidade

5.6.1 Contexto genético nas linhagens de E. coli isoladas de carnes e do TGI de

frangos do Brasil

O Quadro 1 —p. 71 apresenta também o contexto genético dos genes blactx-m € blacmy-
2 identificados nas linhagens de E. coli do Brasil. Todos os genes blactx-m-grupo 1 (blactx-m-15
e blacrtx-m-s5) € blacmy-2 estéo precedidos pela sequéncia de insercdo ISEcpl. Os genes blacTx-
M-2 estdo todos donwstream a ISCR1 e, a maioria, foi detectada inserida em integrons de classe
1 complexos. Ndo foi possivel detectar se ISCR1-blactx-m-2 nas linhagens CFCTX44,
CFCTX53, CFCTX55 e CFCTX57 estdo inseridos em integron de classe 1 complexo, como 0s
demais. As linhagens provenientes de amostras de carne do Brasil apresentaram somente um
gene aadA na regido varidvel do integron, exceto CFCTX58, que apresentou um gene dfrA.
Quanto as linhagens carreadoras de blacrx-m-2 provenientes do TGI de frangos, os cassetes
génicos inseridos no integron variaram entre somente 0 gene aadA, ou 0s pares de genes
dfrA+aadA e aadB+aadA. Em relagdo ao blactx-m-s na linhagem CFCTX23, foi detectada a
IS10 upstream ao gene.

Nas linhagens de E. coli isoladas no Brasil, o0 ensaio de transferéncia de plasmideo por
conjugacdo em meio liquido foi realizado anteriormente a caracterizacdo dos plasmideos,
exatamente para facilitar a identificacdo dos mesmos, caso transferidos. A conjugacéo foi bem
sucedida para todas as linhagens carreadoras do gene blacrtx-m-s5, € para as linhagens
CFCTX23, carreadora de blactx-m-s, CFCTX36, carreadora de blactx-m-15, € CFCTX57,
carreadora de blactx-m-2, sendo confirmados pelo TSA (Figura 10) e pela PCR para detecgéo
dos grupos de blactx-m. Nenhuma outra linhagem carreadora de blactx-m-2 transferiu o
plasmideo por conjugacdo pela metodologia laboratorial utilizada.

As cepas de E. coli K12 J53 transconjugantes carreadoras de blactx-m-15 (CFCTX367°),
blacTx-m-s5 (F49BXTC, F56AX™C, F59Bx'C, F60BX'C, F61Cx'C, F66BxX'C e F71Bx') e blacTx-
m-s (CFCTX23™) ndo apresentaram nenhuma resisténcia adicional a outros antimicrobianos
que ndo as determinadas pelas variantes do gene blactx-v (Apéndice E). Ainda, CFCTX23'C
apresentou sensibilidade ao ceftiofur e resisténcia intermediaria a cefotaxima (Apéndice E), 0
que indica uma baixa atividade deste blactx-m-s, j& evidenciada no TSA da linhagem selvagem
CFCTX23, que apresentou resisténcia reduzida a cefotaxima e intermediaria ao ceftiofur

(Apéndice B). A transconjugante CFCTX57'C apresentou resisténcia adicional a canamicina e
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a tetraciclina (Apéndice E), além de reducdo da sensibilidade aos aminoglicosideos
estreptomicina e gentamicina, observando que a linhagem selvagem CFCTX57 também era

resistente a ambos antimicrobianos (Apéndice B).

Figura 10 — Exemplo de resultado de TSA em uma cepa E. coli K12 J53 transconjugante com
linhagem carreadora de blactx-m-2. Como 0s discos com antimicrobianos estdo sempre nas
mesmas posi¢des nos TSA realizados no AVB-ANSES, este formato de crescimento bacteriano
é tipico de cepas transconjugantes com genes blactx-m.

Com relagdo as linhagens que transferiram o plasmideo carreador do gene bla por
conjugacéo, os mesmos foram subsequentemente caracterizados quanto ao tamanho e grupo de
incompatibilidade por PBRT e Southern blot.

Como observado no Quadro 1 — p. 71, a linhagem CFCTX23 porta 0 gene blactx-m-s
em um plasmideo Incll de 100 kb, CFCTX36 apresenta 0 gene blacTtx-m-15 carreado por um
plasmideo IncX1 de 55 kb, e CFCTX57 carreia blactx-m2 em um plasmideo multireplicon
IncHI2/P de 242,5 kb. Quanto aos sete blactx-m-s5 detectados, seis sdo carreados por plasmideos
multireplicons IncN/FI1, sendo cinco de 100 kb e um de 110 kb; a linhagem F66Bx carreia o
blacTx-m-s5 em um plasmideo IncFIl de 90 kb (Quadro 1 —p. 71; Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Exemplo de eletroforese, utilizando o aparelho QIAxcel, da tipagem de plasmideos
pelo esquema PBRT nas cepas transconjugantes do gene blacrx-m-s5. Branco: tubo sem a adigéo
de DNA; M: marcador de peso molecular padréo.
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As linhagens da Fazenda 3, carreadoras de blacwmy-2, também n&o transferiram o gene
por conjugacdo. Pela técnica de Southern blot nas linhagens selvagens, foi possivel identificar
que os blacmy-2 séo carreados por plasmideos de 90 kb, mas ndo foi determinado o Inc dos
mesmos.

A linhagem F13Bx ndo foi submetida a analise de ambiente genético, uma vez que o
gene responsavel pelo fen6tipo de ESBL néo foi identificado.

As demais linhagens do estudo que néo transferiram o plasmideo portador do gene bla
por conjugacgédo (CFCAZ3, portadora de blactx-m-15, € todas as linhagens carreadoras de blacTx-
m-2, exceto CFCTX57) foram submetidas a PFGE-S1 seguida de Southern blot, porém a
aplicacdo desta técnica ndo resultou em éxito para a identificacdo da localizacdo plasmidial de
nenhuma delas. A técnica de PFGE-I-Ceul seguida de Southern blot foi utilizada visando
confirmar a presenga dos genes bla no cromossomo dessas linhagens, mas, apds diversas

tentativas, os resultados ndo foram satisfatorios (Figura 13).
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Figura 12 — Exemplo de Southern blot de cepas transconjugantes. a) sonda para detecgéo de
IncFIl; b) sonda para deteccdo de IncN. M: posicdo do marcador de peso molecular padréo no
gel de PFGE; C+ IncF: linhagem do banco de cepas do AVB-ANSES, Lyon previamente
caracterizada como positiva para IncFlI.

()

5.6.2 Contexto genético nas linhagens de E. coli de carnes de frango da Franca

Todos 0s blactx-m-1 das linhagens isoladas de carnes de frango da Franca estdo
precedidos por uma ISEcpl. Nos demais genes bla (blatem-s2, blasqv-12 € blacmy-2) ndo foi
investigada a regido upstream dos genes.

Como observado no Quadro 2 — p. 73, 95,6% dos blacTx-m-1 detectados estdo carreados
por plasmideos Incll variando entre 97 kb e 120 kb, a excecdo do plasmideo da linhagem
P34Al, de, aproximadamente, 195 kb. As outras trés linhagens carreadoras de blactx-m-1
(P5A1, P9A1 e P36A1) portam os genes em plasmideos do grupo de incompatibilidade FIl, de
tamanhos estimados em 120 kb, 146 kb e 150 kb (Quadro 2 — p. 73). Dois genes blatem-s2
estdo carreados por plasmideos Incll de 100 kb, e os outros trés, por plsmideos IncX1 de 45
kb. Dois genes blacmy-2 s@o carreados por plasmideos multirreplicons IncA/C de 165 kb, e 0
outro blacmy-2, por um plasmideo do grupo de incompatibilidade K de 90 kb. O tnico blashy-
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12 esté sendo carreado por um plasmideo Incll de, aproximadamente, 130 kb (Quadro 2 — p.
73).

Figura 13 — Técnicas de PGFE-I-Ceul e Southern blot/Hibridacdo com sondas para blactx-m €
rrn (16S rRNA) em linhagens selvagens que ndo conjugaram. O resultado da Hibridacdo com
a sonda para blactx-m ndo é satisfatério, com marcagdes de bandas muito fracas.

Nas linhagens da Franca, o ensaio de conjugacdo foi realizado ap0s a caracteriza¢do dos
plasmideos. Assim, das 18 linhagens carreadoras do gene blacTtx-m-1 submetidas ao teste de
conjugacdo plasmideal em meio liquido, a maioria foi selecionada ao acaso. Porém, P5AL1,
P9AL e P36A1 foram selecionadas por apresentarem plasmideo de grupo de incompatibilidade
FIl, diferindo das demais linhagens carreadoras de blactx-m-1 em plasmideos Incll; P34A1 foi
selecionada por apresentar um plasmideo Incll de 195 kb, diferindo dos demais de,
aproximadamente, 110 kb; e P7ALl foi selecionada por apresentar o gene de ESBL semelhante,
mas ndo idéntico, a blactx-m-1 (Quadro 2 — p. 73). As demais nove linhagens carreadoras dos
outros genes bla (5 blatem-s2, 3 blacmy-2 € 1 blasnv-12) foram todas submetidas ao ensaio de
conjugacao.

Das linhagens portadoras de blactx-m-1, 12 transferiram o plasmideo carreador do gene
por conjugacdo. Das seis restantes, trés apresentavam plasmideo do grupo de incompatibilidade
FIl, e uma outra foi a linhagem P34A1 que apresentou o plasmideo Incll de 195 kb; as duas
linhagens (P16B3 e P23B1) que ndo obtiveram sucesso na transferéncia do plasmideo por

conjugacao carreavam 0 blactx-m-1 em plasmideos Incll de 110 kb e 105 kb, respectivamente.
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As cinco linhagens carreadoras de blatem-s2, uma linhagem carreadora de blacwy-2 (P20B1), e
a linhagem com blasnv-12, transferiram os respectivos plasmideos por conjugacdo. Néao foi
obtido sucesso na conjugacdo dos plasmideos carreadores de blacwmy-2 das linhagens P15B3 e
P19B1 (Quadro 2 — p. 73).

No Apéndice E obseva-se que as cepas transconjugantes P1B17¢ (blactx-m-1), PLO9ALT®
(blasmv-12) € P46B1TC (blacTx-m-1) apresentaram resisténcia também a tetraciclina e as
sulfonamidas, e P21A1™ (blacTx-m-1) apresentou resisténcia adicional as sulfonamidas e ao

trimetoprim.

5.6.3 Contexto genético nas linhagens de E. coli isoladas a partir de carnes de

coelho da Franca

O gene blasnv-12 detectado na linhagem L5A1 de E. coli de carne de coelho é carreado
por um plasmideo Incll conjugativo de 120 kb, e a cepa de E. coli K12 J53 transconjugante
L5A1TC apresentou resisténcia adicional ao cloranfenicol, a tetraciclina e as sulfonamidas.

O blashv-12 da linhagem L7B1 de carne de coelho é carreado por um plasmideo
conjugativo de 50 kb que ndo pode ser tipado quanto ao Inc com as técnicas empregadas, € a
cepa transconjugante L7B1'C ndo apresentou resisténcia a nenhum outro antimicrobiano que
ndo as ja conferidas pelo blaskv-12 na linhagem selvagem.

A regido upstream dos blasnv-12 de carne de coelho também néo foi investigada.

5.7 Classificacéo das linhagens de Escherichia coli em grupos filogenéticos

5.7.1 Filogrupo das linhagens de E. coli isoladas de carnes e do TGI de frangos do

Brasil

Dentre as 60 linhagens selecionadas, foram identificados representantes dos 4 principais
grupos filogenéticos (Quadro 1 — p. 71). A maioria (56,7%) pertence ao filogrupo D (15 D1 e
19 D), das quais 10 sdo provenientes de carnes (55,5% das linhagens de carne) e 24 do TGI de
frangos (57,1% das linhagens de TGI). Em seguida, 31,7% das linhagens pertencem ao
filogrupo A (8 Ao e 11 A1), das quais 4 sdo provenientes de carnes (22,2% das linhagens de
carne) e 15 do TGI de frangos (35,7% das linhagens de TGI). Somente 10% das linhagens
isoladas no Brasil pertenceram ao filogrupo B1, sendo 3 de carnes (16,7% das linhagens de

carne) e 3 do TGI de frangos (7,1% das linhagens de TGI). Apenas 1 linhagem, isolada de carne
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de frango (5,5% das linhagens de carne, e 1,7% do total de linhagens selecionadas), pertence
ao filogrupo B2 (Quadro 1 —p. 71).

5.7.2 Filogrupo das linhagens de E. coli isoladas de carnes de frango e de coelho da

Franca

Dentre as 77 linhagens isoladas a partir de carnes de frango da Franca, também foram
identificados representantes dos 4 principais grupos filogenéticos de E. coli (Quadro 2 — p.
73). A taxa de isolamento de representantes dos filogrupos D (35,1%), A (32,5%) e B1 (28,6%)
foi similar. Dentre o filogrupo D, 18 linhagens pertencem ao subgrupo D>, e 9 ao subgrupo D:.
Dentre o filogrupo A, 15 linhagens pertencem ao subgrupo Az, e 10 ao subgrupo Az. Do
restante, somente 3 linhagens (3,9%) pertencem ao filogrupo B2, sendo 1 do subgrupo B2, e 2
B23 (Quadro 2 —p. 73).

Das duas linhagens de E. coli isoladas de carnes de coelho, L5A1 pertence ao filogrupo
D1, e L7B1, filogrupo B1.
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6. DISCUSSAO

6.1 Isolamentos de E. coli resistentes a ESC no Brasil e na Franca

Estudos relatam porcentagens variadas de bactérias resistentes a ESC em carnes ou
carcacas de frango (Cohen Stuart et al., 2012; Egea et al., 2012; Ghodousi et al., 2015;
Kawamuraet al., 2014; Koga et al., 2015; Kola et al., 2012; Zarfel et al., 2014). Nesses estudos,
o isolamento foi realizado utilizando-se a técnica de lavagem de superficie com agua peptonada
sem a adicdo de antimicrobianos. No presente estudo, o uso de agua peptonada com antibioticos
foi aplicado desde a primeira etapa, visando inibir o crescimento populacional de bactérias
sensiveis que pudessem se multiplicar mais rapidamente e se sobreporem as resistentes e, assim,
subestimar a presenca destas ultimas. 1sso, porque, € sabido que plasmideos de resisténcia
conferem um alto custo energético a bactéria que ndo esta submetida a pressdo por
antimicrobianos, reduzindo sua taxa de multiplicagdo (Vogwill e MacLean, 2015).

A alta porcentagem de carnes de frango do Brasil (100%) e da Franga (91,7%)
contaminadas por E. coli resistentes a ESC é, de fato, preocupante, uma vez que clones
bacterianos, plasmideos e genes de resisténcia podem ser transferidos a partir dos frangos para
0s humanos pelo manuseio ou consumo das carnes devido a contaminagdo cruzada (EFSA,
2011; Leverstein-van Hall et al., 2011; Moyaert et al., 2014). Assim, programas de
monitoramento do uso de agentes antimicrobianos e da resisténcia bacteriana em animais de
producdo, alimentos e humanos sdo essenciais, se quisermos conter o avango da resisténcia
(Garcia-Migura et al., 2014; Moyaert et al., 2014).

No presente estudo, em 58,3% dos TGI de frango analisados havia E. coli resistentes a
ESC, taxa bastante superior a encontrada em outro estudo realizado recentemente no Brasil, no
qual foram isoladas E. coli resistentes a ESC em apenas 9,5% dos TGI de frango analisados
(Ferreira et al., 2014b). Na Europa, foram relatadas taxas maiores, como na Suica (Geser,
Stephan e Hachler, 2012) e Alemanha (Reich, Atanassova e Klein, 2013). No Japao foram
detectadas E. coli resistentes a ESC em 100% dos TGl de frango analisados (Kameyama et al.,
2013).

A presenca de E. coli resistentes a ESC no TGI de quase 60% dos frangos analisados
também representa uma preocupacao que deve ser avaliada juntamente com o isolamento dessas
bactérias a partir de carnes destinada ao consumo humano. Com relagéo as linhagens do Brasil,
houve similaridade entre algumas linhagens de uma amostra de carne e de TGI de frangos da

Fazenda 3, sugerindo uma correlacdo da origem de carnes de frango com os animais de granjas
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da regido. Além disso, os resultados evidenciam que, assim como as carnes vendidas no varejo
sdo veiculos de E. coli carreadoras de genes de resisténcia, 0os animais de producdo podem, de
fato, atuar como reservatdrios desses genes.

A presenca de E. coli resistentes a ESC nas carnes de coelho da Franca foi inesperada,
uma vez que, neste pais, o uso de B-lactdmicos na cunicultura ndo é permitido, além de ser
toxico para coelhos (ANSES-ANMYV, 2015; Lim et al., 2008). As duas linhagens foram isoladas
de amostras de carne diferentes (uma semana de diferenca entre as amostragens), originadas do
mesmo produtor. Esse fato levanta uma antiga, porém frequente e atual, questdo: essas
linhagens teriam chegado a producdo de coelhos pelo contato dos animais com seres humanos
durante a producdo, ou teriam sido selecionadas no ambiente da produgéo carreando 0s genes
de resisténcia a ESC? Ou, ainda, as carnes de coelho teriam sido contaminadas durante o
manuseio dos cortes? A falta de dados epidemioldgicos mais concretos dificulta a obtencdo de
respostas a essas consideracGes de maneira cientificamente adequada no presente estudo.

O resultado de tipagem molecular por REP-PCR das linhagens isoladas no Brasil
confirmam a utilidade da técnica para a selecdo prévia de linhagens geneticamente distintas
guando séo selecionadas diversas coldnias em &gar a partir de uma mesma amostra. Por outro
lado, demonstra também que uma mesma amostra pode conter mais de uma linhagem diferente
de E. coli resistente a ESC. A tipagem por restricdo genémica com Xbal seguida de PFGE
realizada com as linhagens isoladas de carnes de frango na Franca também mostrou a presenca
de diferentes linhagens em uma mesma amostra de carne. Em estudos de vigilancia, que
analisam grande quantidade de amostras e de linhagens bacterianas, faz-se de grande utilidade
a tipagem por restricdo do DNA gendmico também como metodologia de triagem, tendo em
vista a selecdo de um representante de cada clone para a caracterizacgdo fenotipica e genotipica.

Em relagdo as cinco linhagens de E. coli isoladas na Franca, que formaram um cluster
com 94,5% de similaridade (P6A1, P21B4, P36B1, P44B1 e P45B2) (Figura 6), essas foram
isoladas a partir de cinco diferentes amostras de carnes de dois produtores. Todas pertencem ao
mesmo grupo filogenético D2 e carreiam blactx-m-1 em um plasmideo Incll de 110 kb (Quadro
2 —p. 71), reforgando a similaridade entre as linhagens. A linhagem P44B1, tipada por MLST,
foi identificada como parte do clone ST1640, ja isolado de carnes e TGI de frangos na Suécia
e na Alemanha (Bdrjesson, Bengtsson, et al., 2013; Borjesson, Egervérn, et al., 2013; Hansen
et al., 2016). E interessante observar que as linhagens isoladas na Suécia também carreavam
blacTx-m-1 em plasmideos Incll. Ainda mais notavel é o fato de que linhagens de E. coli ST1640
foram isoladas a partir de &guas residuais hospitalares e de pacientes internados na Franca

(Bréchet et al., 2014), na mesma regido onde estdo localizados os dois produtores de frango
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cujas linhagens isoladas das carnes formaram o referido cluster. No estudo de Bréchet e
colaboradores, os autores ndo especificam o contetdo de genes de resisténcia nas linhagens
ST1640 isoladas. Alem disso, devido a falta de informacao adicional sobre as amostras de
carnes de frango do presente estudo, e mesmo sobre a origem da agua utilizada ou proxima as
granjas no estudo de Bréchet e colaboradores, € dificil argumentar sobre uma origem comum

para a contaminacgdo com o clone de E. coli ST1640 carreador de Incll-blactx-m-1.

6.2 TSA nas linhagens de E. coli resistentes a ESC

De acordo com o resultado do teste fenotipico da producdo de ESBL, foi possivel
determinar que a producéo dessas enzimas foi o principal mecanismo de resisténcia a ESC nas
E. coli isoladas de carnes de frango, independente do pais de origem, e de coelho, bem como
nas linhagens da maioria dos frangos (animais das Fazendas 1 e 2) (Quadro 1 — p. 71). Nas
linhagens da Fazenda 3, que apresentaram resultado negativo no teste fenotipico para a
producédo de ESBL, a resisténcia as ESC resulta da produgéo de p-lactamases CMY-2 (Quadro
1 —p. 71). O mesmo foi observado nas trés linhagens isoladas de carnes de frango da Franca
que apresentaram blacmy-2 (Quadro 2 — p. 73). Essas linhagens apresentaram perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos tipico da producédo de enzimas da familia AmpC, ou seja,
resisténcia a cefalosporinas de até terceira geracao, a cefoxitina, ao aztreonam, e ao inibidor de
B-lactamase acido clavulanico (Bush, 2001).

Os resultados de TSA também mostram que as cinco amostras de carne de frango do
Brasil, bem como a maioria das carnes de frango da Franca e as duas carnes de coelho, estavam
contaminadas com E. coli resistentes ndo somente as ESC, mas também a outras classes de
antimicrobianos (Apéndices B, C e D). Essa caracteristica também foi observada nas E. coli
isoladas nas fazendas onde foram amostrados swabs de cloaca, salvo nos animais da Fazenda
3, onde somente uma linhagem de E. coli (F160Bx) apresentou resisténcia também a
estreptomicina e a canamicina, a tetraciclina e as sulfonamidas (Apéndice B). Em relacdo as
carnes da Franca, somente a amostra P14 apresentou uma linhagem de E. coli (P14A1)
resistente apenas a ESC (Apéndice C). As amostras de carne P31e P47 também apresentaram
uma linhagem de E. coli com essa caracteristica (P31Al e P47A1), além de outras linhagens
resistentes a outras classes de antimicrobianos (Apéndice C). Dessa forma, diversas linhagens
do presente estudo foram caracterizadas como bactérias multirresistentes, ou seja, resistentes a
pelo menos um representante de trés ou mais classes de antimicrobianos (Magiorakos et al.,
2012) (Apéndices B e C).
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A diferenca na porcentagem de linhagens de E. coli que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos nao B-lactdmicos isoladas de carnes e do TGI de frangos no Brasil (Tabela 1
—p. 68) sugere que as linhagens provenientes das carnes podem nao ter sua origem nos animais,
ou, a0 menos, que poucas linhagens presentes no TGI de frangos permanecem no produto final
(carnes) ap6s o processamento das carcagas. Assim, é plausivel considerar a contaminagdo de
carnes com linhagens resistentes como resultado da manipula¢do humana nos pontos de venda.

A comparacdo da porcentagem de E. coli resistentes aos antimicrobianos ndo p-
lactdmicos isoladas do TGI de frangos indica que ha diferencas no manuseio e producdo em
cada fazenda. Como comunicado pelo veterinario responsavel pela Fazenda 3, o tratamento
preventivo com fluoroquinolonas (como a enrofloxacina) foi banido na empresa, e ESC (como
o ceftiofur) sdo administradas somente para o tratamento de colibacilose em animais doentes.
Por outro lado, os responsaveis pelas Fazendas 1 e 2 afirmaram que fluoroquinolonas séo
administradas para tratamento preventivo, junto a alimentagdo ou a 4gua dos animais. Esse fato
poderia explicar a diferenca na porcentagem de linhagens que apresentaram resisténcia as
quinolonas, porém ndo explica a maior porcentagem referente aos aminoglicosideos, as
sulfonamidas e a tetraciclina nas linhagens das Fazendas 1 e 2 (Tabela 1 — p. 68). Nesse caso,
a resisténcia a outros antimicrobianos pode ser explicada pela localizacdo dos genes blactx-m-2
(presente na maioria das linhagens isoladas no Brasil) em integrons de classe 1 complexos
(Quadro 1 — p. 71), que sempre carreiam o gene de resisténcia a sulfonamidas (sull), e genes
de resisténcia a aminoglicosideos e/ou ao trimetoprim (aadA e aadB, e dfrA, respectivamente)
estdo presentes na regido varidvel desses integrons (Quadro 1 — p. 71). De fato, é possivel
observar uma ampla correspondéncia entre os perfis fenotipico (Apéndice B) e genotipico
(Quadro 1 — p. 71) de resisténcia nas linhagens carreadoras de blactx-m-2. A literatura relata a
resisténcia cruzada como um dos fatores responsaveis pela resisténcia as cefalosporinas em
Enterobacteriaceae (Friedland et al., 2003; Schumacher, Scheibel e Moller, 2000).

Genes de resisténcia a tetraciclina sdo amplamente disseminados na cadeia produtora de
frangos (Kaesbohrer et al., 2012; Zhang et al., 2012), e no presente estudo a taxa de resisténcia
a tetraciclina foi bastante elevada, considerando tanto as linhagens provenientes de carnes e
animais do Brasil quanto as linhagens provenientes de carnes da Franca (Tabela 1 — p. 68).
Porém, outra provavel explicacdo para a resisténcia mesmo quando nédo sdo utilizados agentes
antimicrobianos na producdo de frangos pode ser a ocorréncia de transmisséo vertical (top-
down) dos fatores de resisténcia a partir das aves parentais importadas (Bdorjesson, Bengtsson,
et al., 2013; Bortolaia, Bisgaard e Bojesen, 2010; Persoons et al., 2011).



86

A comparacdo das porcentagens de linhagens que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos ndo B-lactdmicos isoladas de carnes de frango do Brasil e da Franga (Tabela 1
—p. 68) sugere que praticas relacionadas ao manejo de animais, ou mesmo praticas relacionadas
a salude humana, em cada pais, ttm maior influéncia na selecdo de bactérias resistentes no
produto final vendido (no caso, as carnes) do que a disseminagdo de clones especificos no
mundo pelo movimento de humanos e animais. Os resultados do presente estudo indicam a
ocorréncia de uma diversidade de linhagens em diferentes regides geograficas, mesmo
trantando-se 0 mesmo tipo de amostra (carnes de frango vendidas no varejo).

No Brasil, é permitida a comercializacdo, para uso veterinario, de antimicrobianos de
todas as classes testadas no presente estudo (Brasil, 2014). Porém, as analises realizadas pelo
governo brasileiro no Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos
de Origem Animal (PNCRC/Animal), instituido pela Instrucdo Normativa SDA N.° 42, de 20
de dezembro de 1999, mostraram que apenas 0,8% das amostras de musculo de aves de corte
continham oxitetraciclina ou enrofloxacina ou cloranfenicol acima dos valores de referéncia
(Brasil, 2015). Na Franca, dentre os antimicrobianos autorizados para uso em aves (colistina,
ampicilina, sulfonamidas, trimetoprim, quinolonas, tetraciclina), ndo estdo incluidos os
aminoglicosideos e os fenicois (ANSES, 2016), provavel motivo pelo qual foi observada menor
porcentagem de linhagens resistentes a antimicrobianos destas classes (Tabela 1 — p. 68).
Porém, ndo explica o fato de nenhuma linhagem ter apresentado resisténcia a colistina,
antimicrobiano utilizado em aves de producdo (ANSES, 2016).

Em relacdo as duas linhagens isoladas de carnes de coelho da Franga, o resultado de
resisténcia as demais classes de antimicrobianos que ndao B-lactdmicos é de dificil discussdo
devido a falta de dados. Porém, podemos considerar a possibilidade de que as carnes tenham
sido contaminadas derante o manuseio. O perfil de suscetibilidade de L7B1 (Apéndice D)
mostra que ndo haveria como selecionar esta linhagem no animal, uma vez que ela néo
apresenta resisténcia a nenhum outro antimicrobiano além dos p-lactamicos e de
fluoroquinolona, cujo uso na producéo de coelhos na Franca néo é permitido (ANSES, 2016).
Assim, mais uma vez, os resultados sugerem que h& contamina¢do por humanos durante a

manipulagéo das carnes.

6.3 Identificacdo dos genes bla nas linhagens de E. coli resistentes a ESC

Observando a distribuicdo dos genes identificados nas linhagens isoladas de carnes de

frango do Brasil e da Franca, fica evidente a predominancia de blactx-m-2 € blacTx-m-1,
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respectivamente, em cada pais (Quadro 1 —p. 71 e Quadro 2 — p. 73). A contaminacao dessas
carnes com E. coli carreadoras de outros genes de resisténcia a ESC (blactx-m-s, blactx-m-1s,
blatem-s2, blashv-12 € blacmy-2) parece ser pontual (Quadro 1 —p. 71 e Quadro 2 —p. 73).

Quanto aos genes identificados nas linhagens isoladas do TGI de frangos do Brasil,
parece haver um padrdo ou caracteristica especificos de distribuicdo em cada ambiente ou
granja (Quadro 1 — p. 71). O gene blactx-m-2 foi 0 Gnico detectado na Fazenda 1, excetuando
a linhagem F13Bx, cujo gene responsavel pela producdo de ESBL ndo foi identificado. Ja
blactx-m-s5 foi detectado apenas na Fazenda 2, e em distribuicdo, praticamente, igualitaria aos
blactx-m-2, sendo que sete linhagens apresentaram blactx-m-s5 € seis, blactx-m-2. Por fim, na
Fazenda 3, ndo foi identificado nenhum gene blactx-m, mas blacwmy-2 foi 0 Unico detectado, e
exclusivamente, nesta propriedade (Quadro 1 —p. 71).

Desde a emergéncia de genes de ESBL em animais na Franca (Meunier et al., 2006), o
gene blactx-m-1 foi descrito como predominante em E. coli isoladas de animais (Dahmen,
Haenni e Madec, 2012; Girlich et al., 2007; Haenni et al., 2014; Madec et al., 2008) e de outras
fontes, como linhagens clinicas e ambientais (Birgy et al., 2012; Bréchet et al., 2014; Dupouy
et al., 2016; Madec et al., 2015; Nicolas-Chanoine et al., 2013), no pais. Os resultados do
presente estudo sdo consistentes com os de outros paises da Unido Européia (Abgottspon et al.,
2014; Belmar Campos et al., 2014; Cohen Stuart et al., 2012; EFSA, 2011; Leverstein-van Hall
et al., 2011; Overdevest et al., 2011; Vogt et al., 2014; Zarfel et al., 2014). De acordo com 0
relatério do European Food Safety Authority (EFSA), a enzima CTX-M-1 parece estar
disseminada em animais de producéo e alimentos na maioria dos paises europeus (EFSA, 2011).
A presenca de Enterobacteriaceae produtora de CTX-M-1 em aves de corte na Franca (Garcia-
Fernandez et al., 2008; Girlich et al., 2007) e em carnes de frango importadas da Franca para a
Dinamarca (Agersg et al., 2012; Bergenholtz et al., 2009) ja foi previamente relatada, e, no
presente estudo, foram detectadas E. coli carreadoras de blactx-m-1 isoladas de carnes de frango
produzidas e vendidas na Franca.

No Brasil, 0 gene blacTx-m-2 foi, historicamente, apresentado como predominante nas
Enterobacteriaceae isoladas a partir de amostras clinicas humanas em hospitais (Andrade et al.,
2010; Bonnet et al., 2000; Carmo Filho, Do et al., 2008; Chagas et al., 2011; Climaco, Minarini
e Darini, 2010; Dropa et al., 2015; Fernandes et al., 2009; Lopes et al., 2010; Minarini et al.,
2009; Nogueira et al., 2015, 2014; Oliveira Garcia, de et al., 2008; Queiroz et al., 2012;
Tollentino et al., 2011). Além disso, estudos com Enterobacteriaceae isoladas a partir de carnes
ou de animais de producdo no pais relatam a detec¢do de blacTx-m-2 €/ou blactx-m-s cOmo

predominantes, em relagédo aos blactx-m-grupo 1 ou -grupo 9 (Aizawa et al., 2014; Botelho et
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al., 2015; Casella et al., 2015; Dhanji et al., 2010; Egervérn et al., 2014; Fernandes et al., 2009;
Ferreira et al., 2014b, 2016; Koga et al., 2015; Silva et al., 2013; Warren et al., 2008). Os
resultados do presente trabalho concordam com os demais estudos no pais, apresentando blacTx-
M-2 como o gene de resisténcia a ESC predominante entre as linhagens tanto de carne quanto do
TGl de frangos.

Considerando apenas os genes blactx-m-grupo 1 identificados nas linhagens do Brasil,
blacrx-m-15 foi 0 Unico identificado em E. coli isoladas de carnes do varejo, e blactx-m-s5 0 nico
em E. coli do TGI de frangos destinados ao corte criados em propriedades da regido de Sao
José do Rio Preto — SP (Quadro 1 — p. 71). Em todo o mundo, mas, principalmente, em paises
europeus, 0 gene blactx-m-15 € descrito como prevalente dentre os genes blactx-v em
Enterobacteriaceae isoladas a partir de amostras clinicas (Belmar Campos et al., 2014; Canton
et al., 2008; Eckert et al., 2004; Gibold et al., 2014; Leverstein-van Hall et al., 2011; Machado
et al., 2007; Maciuca et al., 2015; Rodrigues et al., 2014). Em estudos com bactérias isoladas
de carnes e de animais e seus ambientes, tanto selvagens quanto domesticados ou para a
producdo de alimentos, os genes blactx-m-grupo 1 também aparecem como predominantes
nestes mesmos paises (Belmar Campos et al., 2014; Clemente et al., 2013; EFSA, 2011,
Egervarn et al., 2014; Haenni et al., 2016; Leverstein-van Hall et al., 2011; Maciuca et al.,
2015; Meunier et al., 2006; Randall et al., 2011; Warren et al., 2008). No Brasil, recentemente,
0 gene blactx-m-15 também passou a ser reportado em amostras clinicas (Berman et al., 2014;
Carvalho-Assef et al., 2014; Cergole-Novella et al., 2010; Gongcalves et al., 2016; Nogueira et
al., 2015; Peirano et al., 2011; Seki et al., 2013; Tollentino et al., 2011), e, atualmente, ja
aparece como predominante ao lado de blactx-m-2 no pais (Rocha, Pinto e Barbosa, 2016). E
interessante observar que o aparecimento e o subsequente aumento gradual na frequéncia de
deteccdo de blactx-m-15 também tem ocorrido em outros paises onde blacTx-m-2 era,
anteriormente, considerado predominante, como Argentina, Israel e Japao (Hara et al., 2015;
Izdebski et al., 2013; Karfunkel et al., 2013; Livermore, 2012; Sennati et al., 2012). O presente
estudo descreve o isolamento de E. coli carreadoras de blactx-m-15 em uma amostra de carne de
frango, concordando com a identificagdo de blacrx-m-grupo 1 em outros estudos semelhantes
no pais (Botelho et al., 2015; Koga et al., 2015). Recentes estudos com Enterobacteriaceae
isoladas a partir de carnes, de animais, de producé@o ou néo, e de rios no Brasil relatam blactx-
m-15 N80 relacionado apenas a amostras humanas (Botelho et al., 2015; Dropa et al., 2016;
Ferreira et al., 2016; Koga et al., 2015; Leigue et al., 2015; Oliveira et al., 2014, Silva et al.,
2016), mostrando que o gene estd, de fato, disseminando também por cenérios além da clinica

no pais.
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Diversos estudos sugerem a razdo para a facil disseminacdo do gene blactx-m-is.
Geralmente, esse gene esta associado a ISEcpl e a plasmideos conjugativos, especialmente do
grupo IncF, bem como a clones bacterianos bem sucedidos, como E. coli ST131 (Carattoli,
2009; D’Andrea et al., 2013; Zhao e Hu, 2013). A ISEcpl apresenta uma grande capacidade de
disseminacdo, principalmente por interagir muito bem com plasmideos conjugativos, que, por
sua vez, interagem muito bem com clones bem sucedidos. Assim, ISEcpl comumente carreia
blactx-m-15 (Cantdn, Gonzélez-Alba e Galan, 2012; Carattoli, 2009; Zhao e Hu, 2013) e,
consequentemente, esse gene dissemina-se facilmente pelo mundo. De fato, Cantén e
colaboradores (2012) ja haviam sugerido que, a partir do momento em que CTX-M-15 entra
em um territério onde outras ESBL estdo presentes, 0 aumento da ocorréncia desta enzima, em
detrimento as demais, ocorre em um lento processo devido ao ambiente genético de blacTx-m-
15 (Cantdn, Gonzalez-Alba e Galén, 2012).

O gene blacTx-m-g foi identificado pela primeira vez no Brasil em linhagens clinicas de
Enterobacteriaceae (Bonnet et al., 2000). Atualmente, continua sendo detectado (Aizawa et al.,
2014; Botelho et al., 2015; Bueno et al., 2016; Casella et al., 2015; Dhanji et al., 2010; Dropa
et al., 2016; Egervarn et al., 2014; Ferreira et al., 2014a, 2016; Fitch et al., 2016; Minarini et
al., 2009; Zogg et al., 2016) e sdo comuns no pais, apdés CTX-M-2 e CTX-M-15 que séo as
variantes dominantes (Rocha, Pinto e Barbosa, 2016). Entretanto, no presente estudo detectou-
se apenas uma linhagem de E. coli produtora de CTX-M-8, proveniente de carne de frango
(Quadro 1 — p. 71). Outros estudos, realizados no Brasil e no exterior (Botelho et al., 2015;
Casella et al., 2015; Dhanji et al., 2010; Egervérn et al., 2014; Koga et al., 2015) também
descreveram a presenga de blactx-m-s em carnes de frango.

De acordo com a revisdo da literatura, esse é o primeiro relato de blacTx-m-55 em
bactérias isoladas de animais de producéo no Brasil. Foi sugerido que a transmissdo desse gene
para humanos se da a partir dos animais, pois ele estd amplamente distribuido entre E. coli
isoladas de animais de companhia e de producdo, apesar de sua abrangéncia se restringir,
principalmente, a Asia (Kameyama et al., 2013; Li et al., 2010; Lv et al., 2013; Yang et al.,
2014; Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2012).

Assim como CTX-M-1, as enzimas TEM-52, SHV-12 e CMY-2 parecem ser
prevalentes em E. coli isoladas de animais de producéo e alimentos em paises europeus (EFSA,
2011). A producdo de enzimas TEM com caracteristicas de ESBL €é praticamente exclusiva
entre linhagens de E. coli e Salmonella de aves e humanos (Haenni et al., 2012) e, de acordo
com o relatorio do ESFA, TEM-52 é a enzima da familia TEM mais detectada na Europa

(EFSA, 2011). De fato, alguns estudos relatam a detecc@o dessa enzima em linhagens isoladas



90

de humanos na Franga (Biendo et al., 2005; Cloeckaert et al., 2007; Moissenet et al., 2010;
Weill et al., 2006), e pouco se sabe sobre linhagens isoladas de aves de producdo no pais. De
acordo com a literatura, este é o primeiro relato de genes blatem-s2 em E. coli isoladas a partir
de carnes de frango na Franca. Diversos estudos ja relataram a presenca de blatem-s2 em aves
de producdo ou suas carnes em outros paises europeus (Belmar Campos et al., 2014; Cloeckaert
et al., 2007; Cohen Stuart et al., 2012; Costa et al., 2009; Dierikx et al., 2013; Endimiani et al.,
2012; Geser, Stephan e Hachler, 2012; Kola et al., 2012; Leverstein-van Hall et al., 2011;
Overdevest et al., 2011; Randall et al., 2011; Smet et al., 2008), mostrando uma provavel
tendéncia de disseminacdo desse gene pela cadeia produtora de frangos também na Franca.

A producédo de SHV-12 e CMY-2 por linhagens de E. coli isoladas na cadeia produtora
de aves na Europa j& é bem documentada na literatura (Accogli et al., 2013; Agersg et al., 2012;
Belmar Campos et al., 2014; Dierikx et al., 2013; Dolejska et al., 2011; Egea et al., 2012;
Egervéarn et al., 2014; Hansen et al., 2016; Jones-Dias et al., 2016; Kola et al., 2012; Vogt et
al., 2014; Zarfel et al., 2014), mas pouco é sabido sobre a Franca (Agersg et al., 2012). Os
resultados do presente estudo confirmam, também, a primeira descricdo de genes blashv-12 €
blacmy-2 em E. coli isoladas de carnes de frango vendidas na Franga, mostrando que estudos
adicionais séo importantes para entender a disseminacao desses genes pela cadeia produtiva de
frangos naquele pais. Apesar de terem sido detectadas poucas linhagens de E. coli carreadoras
de blaTem-s2, blashv-12 € blacmy-2, 0 estudo mostra a presenca desses genes em carnes de frango
vendidas na Franca, a partir das quais podem ser transmitidos a popula¢do humana via consumo
ou manuseio dos alimentos (Leverstein-van Hall et al., 2011; Vincent et al., 2010).

A comparacdo dos resultados de genes de resisténcia a ESC obtidos nas linhagens
isoladas de carnes de frango do Brasil e da Franca, associados ao conhecimento registrado na
literatura, sugerem duas proposi¢des. A primeira é que o0s genes bla carreados por linhagens
bacterianas contaminando as carnes nédo sdo, de forma geral, os mesmos carreados por linhagens
causadoras de infec¢cbes em humanos; a segunda proposicédo é que as linhagens contaminantes
de carnes de frango carreiam genes bla diferentes de acordo com a localiza¢&o geografica, no
caso, paises distantes entre si.

Quanto a primeira proposi¢do, desde os primeiros relatos das enzimas CTX-M em
linhagens clinicas na Franga, a variante CTX-M-15 tem sido descrita, especialmente
concomitante a CTX-M-1 e CTX-M-14, e, atualmente, sua frequéncia de deteccdo tem
aumentado (Birgy et al., 2012; Blanc et al., 2014; Bonnet, 2004; Brasme et al., 2007; Carrér et
al., 2009; Carrér e Nordmann, 2011; Dortet, Poirel e Nordmann, 2014; Dupont et al., 2016;
Eckert et al., 2004; Eckert, Gautier e Arlet, 2006; Gibold et al., 2014; lzdebski et al., 2013;
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Janvier et al., 2014; Lartigue, Fortineau e Nordmann, 2005; Livermore et al., 2007; Marcadé et
al., 2009; Nicolas-Chanoine et al., 2012, 2013; Nicolas-Chanoine e Jarlier, 2008; Ruppé et al.,
2012). No presente estudo, foi detectada somente a variante CTX-M-1, historicamente
associada a aves de producdo na Franca (Cloeckaert et al., 2010; Girlich et al., 2007; Meunier
et al., 2006). Fato semelhante é observado no Brasil, onde, atualmente, as variantes CTX-M-2
e CTX-M-15 sdo detectadas em frequéncias semelhantes no &mbito clinico (Rocha, Pinto e
Barbosa, 2016), e em frangos e carnes de frango, a principal variante detectada é CTX-M-2,
com raros casos de outras variantes (Botelho et al., 2015; Casella et al., 2015; Dhaniji et al.,
2010; Ferreira et al., 2016; Koga et al., 2015). No presente estudo, CTX-M-2 também foi a
principal variante identificada. Esses dados, em conjunto, evidenciam que 0s genes blactx-m
detectados em Enterobacteriaceae causadoras de infeccBes em humanos e as presentes em
frangos e carnes de frango no Brasil e na Franca ndo sdo 0s mesmos, ou ndo estao distribuidos
nas mesmas proporcdes, mostrando que pode ndo haver uma relagéo direta entre ambos 0s tipos
de linhagens; ou, entdo, que essa relacdo € ténue e os resultados sdo observados a longo prazo,
pois, normalmente, as mudancas na prevaléncia de deteccdo das variantes de blactx-m séo,
primeiramente, observadas em linhagens clinicas humanas e, apds algum tempo, em linhagens
isoladas de animais e/ou seus produtos e ambientes. A discussdo acima também corrobora a
segunda proposicdo sugerida pela analise dos dados, mostrando as diferencas de detec¢do das
variantes de blactx-m em cada pais.

O gene blasnv-12 € extremamente raro na Franca, e nunca havia sido detectado em
linhagens isoladas a partir de carnes de coelho. No presente estudo, uma baixa deteccdo foi
observada, tanto em linhagens provenientes de carnes de frango quanto de carnes de coelho
(Quadro 2 — p. 73), e existem poucos relatos desse gene carreado por bactérias isoladas de
amostras de carnes em todo o mundo (Pacholewicz et al., 2015; Pehlivanlar Onen et al., 2015).
Poucos estudos relatam a presenca de blasnv-12 em E. coli isoladas a partir da cadeia produtora
animal, sendo, porém, geralmente encontrado em bactérias isoladas de frangos (Accogli et al.,
2013; Clemente et al., 2015; Hoek, van et al., 2016; Jones-Dias et al., 2016; Sola-Ginés et al.,
2015). Alguns estudos investigaram a presenca de genes de ESBL em E. coli isoladas de
coelhos, porém nenhum detectou blasnv-12 (Jones-Dias et al., 2016; Poeta et al., 2010; Sallem,
Ben et al., 2012). Até mesmo em outros dois estudos que detectaram genes de ESBL e pAmpC
em E. coli isoladas em fazendas de criacdo de coelhos, o gene blasnv-12 ndo foi mencionado
(Blanc et al., 2006; Mesa et al., 2006). Assim, de acordo com a literatura, este estudo também
parece ser o primeiro a descrever a presenca de blasnv-12 em E. coli isoladas a partir de carnes

de coelhos no mundo.
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6.4 Caracterizacdo do contexto genético dos genes bla

6.4.1 Contexto genético de blactx-m-2

Com relacéo aos genes blactx-m-2 detectados nas linhagens de E. coli isoladas de frangos
e carnes de frango do Brasil, 0s mesmos encontram-se downstream a ISCR1, inseridos em
integrons de classe 1 complexos, cujos cassetes génicos da regido variavel foram aadA, drfA,
dfrA+aadA ou aadB+aadA (Quadro 1 — p. 71). ISCR1 € a sequéncia de inser¢do mais
comumente associada a blactx-m-2 na literatura, geralmente inseridas em integrons de classe 1
(Arduino et al., 2002; Canton, Gonzéalez-Alba e Galan, 2012; Casella et al., 2015; Conza, Di et
al., 2002; Ferreira et al., 2014b, 2016; Poirel, Bonnin e Nordmann, 2012; Power et al., 2005).

Exceto a linhagem CFCTX57, que conjugou o plasmideo carreador de blacTx-m-2
(Quadro 1 — p. 71), as demais linhagens parecem apresentar 0 gene inserido no cromossomo,
fato ja documentado em linhagens isoladas de frangos analisados no noroeste do Estado de Séo
Paulo (Ferreira et al., 2014b). Quanto a linhagem CFCTX57, o gene blacTx-m-2 é carreado por
um plasmideo multireplicon IncHI2/P de 242,5 kb. Poucos estudos descrevem blacTx-m-2
carreados por plasmideos multireplicons IncHI2/P em E. coli e Salmonella derivadas de aves
de corte ou carnes (Dierikx et al., 2010; Doublet et al., 2014; Egervarn et al., 2014).

6.4.2 Contexto genético de blactx-m-s

A linhagem de carne CFCTX23 apresentou blactx-m-s downstream a 1S10, carreado por
um plasmideo Incll de 100 kb (Quadro 1 — p. 71). Em um estudo realizado com amostras de
carne de frango importadas do Brasil para a Suécia, 0s genes blacTx-m-s detectados também
eram carreados por plasmideos Incll (Egervarn et al., 2014). Além disso, E. coli carreadoras
de 1S10-blacTx-m-s em plasmideos Incll, porém de 50 e 60 kb, foram isoladas de cloacas de
frangos no Brasil (Ferreira et al., 2014a, 2016). Também, como no presente estudo (Apéndice
E), ja foi demonstrado que plasmideos Incll carreiam poucos ou nenhum gene de resisténcia
adicional aos genes de ESBL (Hopkins et al., 2006; Kirchner et al., 2011). A presenca de 1S10
upstream a blacTx-m-s € comum, e tem sido relatada desde a primeira detec¢éo do gene (Bonnet
et al., 2000; Dhanji et al., 2010).
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6.4.3 Contexto genético de blactx-m-1, blacTx-m-15 € blacTx-m-55

O plasmideo IncX1 (55 kb) portando o gene blacTx-m-15 downstream a ISEcpl, na
linhagem de carne CFCTX36 (Quadro 1 — p. 71), parece ser de ocorréncia bastante rara.
Apenas uma vez na literatura, um plasmideo do grupo de incompatibilidade IncX portando
blactx-m-15 foi relatado, em um caso de septicemia por E. coli ST131 (Partridge et al., 2011).
Este plasmideo raramente carreia outros genes de resisténcia além do gene de ESBL (Partridge
etal., 2011), o que corrobora o fato de a transconjugante CFCTX36'C no apresentar resisténcia
a outras classes de antimicrobianos (Apéndice E). O gene blactx-m-15 também ja foi detectado
a partir de frango no Brasil, em um plasmideo de 50 kb pertencente a um grupo de
incompatibilidade ndo tipavel pelo esquema tradicional PBRT (Ferreira et al., 2016).

Plasmideos IncF portando blactx-m-grupo 1 sdo comumente descritos na literatura
(Carattoli, 2011, 2013; Carattoli et al., 2008), como o blactx-m-s5-IncFI1 (90 kb) identificado na
linhagem F66Bx do presente estudo (Quadro 1 — p. 71). Porém, plasmideos multireplicons
IncN/FIl (100-110 kb), como os detectados nas linhagens isoladas de TGI de frangos
carreadoras de blactx-m-s5 (Quadro 1 — p. 71), foram descritos apenas uma vez, em um estudo
com frangos na China que também identificou plasmideos IncN/F carreando blactx-m-s5 (Yang
et al., 2014). Outro caso desse tipo de plasmideo multirreplicon, porém carreando blactx-m-1,
foi relatado em uma E. coli isolada de fezes de porcos na Suica (Geser, Stephan e Héchler,
2012; Zurfluh, Wang, et al., 2014). Outros blacTx-m-s5 descritos na literatura séo carreados por
plasmideos dos grupos de incompatibilidade N, F, F/I1, 11, 12, e plasmideos néo tipaveis, além
de, sempre, estarem localizados downstream a ISEcpl (Lv et al., 2013; Yang et al., 2014; Zheng
et al., 2012), como no presente estudo.

Quase todos os blacTx-m-1 (95,6%) das linhagens isoladas de carnes de frango da Franga
no presente estudo sdo carreados por plasmideos Incll (97-120 kb, 195 kb); os outros trés
blactx-m-1 sS40 carreados por plasmideos IncFIl (120-150 kb). Plasmideos blagsgL-Incll séo
comuns na Franca (Dahmen et al., 2013; Dahmen, Haenni e Madec, 2012; Dupouy et al., 2016;
Haenni et al., 2012, 2014, Madec et al., 2011, 2012; Marcadé et al., 2009), mas seu relato em
aves de corte no pais é raro (Cloeckaert et al., 2010; Garcia-Fernandez et al., 2008; Girlich et
al., 2007).

A excecao de trés plasmideos blactx-m-1-Incl1 (plasmideos das linhagens P16B3, P23B1
e P34A1) e os blactx-m-1-IncFIl (das linhagens P5A1, P9A1 e P36Al), todos os demais
plasmideos carreadores de blactx-m-1 testados conjugaram (Quadro 2 — p. 73). No presente

estudo, plasmideos do grupo de incompatibilidade 11 carreando blactx-m-1 foram os mais
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detectados. Além disso, plasmideos blactx-m-1-Incll tém sido identificados tanto a partir de
amostras clinicas humanas quanto de aves de corte em toda a Europa (Accogli et al., 2013;
Borjesson, Bengtsson, et al., 2013; Borjesson, Egervarn, et al., 2013; Cloeckaert et al., 2010;
Dierikx et al., 2010, 2013; Doublet et al., 2014; Egervérn et al., 2014; Garcia-Fernandez et al.,
2008; Leverstein-van Hall et al., 2011; Madec et al., 2015; Rodriguez et al., 2009; Zurfluh,
Jakobi, et al., 2014; Zurfluh, Wang, et al., 2014). Os resultados do presente estudo concordam
com um estudo com aves de corte previamente realizado na Fran¢a ha 10 anos (Girlich et al.,

2007), mostrando a persiténcia de plasmideos blactx-m-1-Incl1 na cadeia produtora de frangos.

6.4.4 Contexto genético de blatem-s2, blasHv-12 e blacmy-2

Trés blatems2 sdo carreados por plasmideos IncX1 (45 kb), e os outros dois, por
plasmideos Incl1 (100 kb). O gene blashv-12 também é carreado por um plasmideo Incll (130
kb). Dois blacmy-> sdo carreados por plasmideos IncA/C (165 kb), e o terceiro, por um
plasmideo IncK (90 kb).

A excecao dos dois blacmy-2-INcA/C, de linhagens de carnes de frango da Franca, e dos
blacmy-2 das linhagens isoladas do TGI de frangos do Brasil, todos os demais plasmideos
carreadores de blagssLpampc testados conjugaram (Quadro 1 — p. 71 e Quadro 2 — p. 73). No
presente estudo, foram detectados plasmideos do grupo de incompatibilidade 11 carreando o0s
genes blatem-s2 € blasnv-12. Esses plasmideos ja foram detectados em linhagens isoladas a partir
de humanos e de aves de producdo na Europa, e também na Franca (Accogli et al., 2013; Bielak
et al., 2011; Bortolaia et al., 2010; Cloeckaert et al., 2007; Dierikx et al., 2010; Figueiredo et
al., 2015; Garcia-Fernandez et al., 2008; Haenni et al., 2012; Leverstein-van Hall et al., 2011,
Marcadé et al., 2009; Moissenet et al., 2010; Smet et al., 2009). Esse fato pode significar uma
disseminacdo desses plasmideos pela Europa.

Apesar de plasmideos IncX1 carreadores de blatem-s2 serem raros em linhagens isoladas
de humanos e aves de producdo na Europa (Bergenholtz et al., 2009; Bielak et al., 2011,
Huijbers et al., 2014; Nuesch-Inderbinen e Stephan, 2016), no presente estudo foram
encontrados com maior frequéncia (60,0%) que plasmideos Incl1-blatem-s2 (Quadro 2 —p. 73).
Entretanto, é importante notar que as trés linhagens de E. coli portadoras de IncX1-blatem-s2
(P26A1, P31Al e P31B2) foram isoladas de duas diferentes amostras de carne provenientes do
mesmo fornecedor D (Quadro 2 — p. 73 e Apéndice C). O mesmo é observado quanto aos
blaTtem-s2 carreados por plasmideos Incll, cujas linhagens de E. coli (P1Ale P47A1) foram

isoladas de duas diferentes amostras de carne provenientes do mesmo fornecedor A (Quadro
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2 — p. 73 e Apéndice C). Esse fato sugere que um plasmideo Incll e um IncX1 podem estar
presentes em alguma parte do sistema de producédo (engorda ou abate dos animais, ou particao
das carcagas) dos fornecedores A e D, respectivamente.

O gene blacwmy-2 carreado por plasmideos IncA/C ou IncK ja foi relatado em paises
europeus em linhagens bacterianas isoladas tanto a partir de humanos quanto de aves de
producdo, incluindo carnes de frango importadas da Franca pela Dinamarca (Bergenholtz et al.,
2009; Borjesson, Egervérn, et al., 2013; Carattoli, 2009; Dierikx et al., 2010; Egervarn et al.,
2014; Hansen et al., 2016; Huijbers et al., 2014; Naseer et al., 2010; Verdet et al., 2009). Além
disso, foi sugerido que plasmideos IncA/C sdo amplamente disseminados entre linhagens
associadas a animais de producdo (Carattoli, 2011). Considerando, portanto, que plasmideos
IncA/C sdo globalmente relacionados a transmissdo de blacmy-2, mas que, também, a presenca
de plasmideos IncK estd aumentando em aves de producdo (Bdrjesson, Egervarn, et al., 2013),
0s resultados do presente estudo concordam com o encontrado na literatura, apesar da baixa
frequéncia de deteccdo desse gene.

Né&o foi possivel determinar o grupo de incompatibilidade dos plasmideos carreadores
de blacmy-2 nas linhagens de E. coli provenientes da Fazenda 3, no Brasil. Porém, todos 0s oito
genes detectados sdo carreados por um plasmideo de 90 kb (Quadro 1 — p. 71). Plasmideos
blacmv-2-Incll de 90 kb ja foram detectados em perus e carnes de frango na Alemanha
(Rodriguez et al., 2009). Podemos sugerir a possibilidade de blacmy-2 ser disseminado por um
unico plasmideo na Fazenda 3, mas os resultados obtidos até 0 momento ndo permitem uma
conclusdo sensata. Além disso, todos o0s oito blacwmy-2 estéo localizados downstream a ISEcp1.
A mobilizag&o de blacmy-2 do cromossomo de Citrobacter freundii por essa IS foi anteriormente
sugerida (Giles et al., 2004; Kang, Besser e Call, 2006). Este contexto genético de genes blacmy
ja foi identificado em diversos outros estudos (D’Andrea et al., 2006; Naseer et al., 2010;
Verdet et al., 2009). No Brasil, apesar de blacmy-2 ja ter sido identificado, nenhum dos estudos
determinaram a presenca de ISEcpl upstream ao gene (Aizawa et al., 2014; Campana et al.,
2013; Mattiello et al., 2015; Pavez et al., 2008; Rocha et al., 2016).

A presenca de dois diferentes plasmideos conjugativos, Incl1 (120 kb) e Inc ndo tipavel
(50 kb), carreando blasnv-12 nas linhagens isoladas de carnes de coelho da Francga, aliado ao
fato de que esse gene € raro no pais, sugere que alguma fonte ndo-humana e ndo-animal deve

ser a responsavel pela contaminacdo dessas carnes (ver discusséo no final da secdo 6.3).
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A presenca de bactérias carreadoras de plasmideos conjugativos portadores de genes de
ESBL em carnes destinadas ao consumo é preocupante. Apds a ingestao, essas bactérias podem
chegar ao intestino e trasferir o plasmideo para outras bactérias da microbiota intestinal normal
(Capozzi e Spano, 2009; Schaik, 2015; Shterzer e Mizrahi, 2015).

A transferéncia horizontal de genes por processos de transformacdo de DNA parece ndo
ser muito frequente no TGI de mamiferos, porém os processos de conjugacgdo e transducgao
parecem contribuir bastante para a disseminacdo de genes de resisténcia entre linhagens da
microbiota intestinal (Schaik, 2015). Uma vez estabilizados nesta populacdo, os genes de
resisténcia podem ser transferidos para outras bactérias da microbiota, inclusive entre diferentes
espécies, ou mesmo, para algum patégeno oportunista — como diversos membros da familia
Enterobacteriaceae —, mesmo que este fato ocorra em taxas bastante baixas (Modi, Collins e
Relman, 2014; Schaik, 2015; Stecher, Maier e Hardt, 2013). Essas taxas sdo baixas pelo fato de
haver, geralmente, baixa densidade de bactérias patogéncias no intestino, se comparada a
densidade populacional da microbiota normal neste sitio (Stecher et al., 2012).

Exemplos de experimentos in vivo confirmam a ocorréncia da transferéncia de genes de
resisténcia entre a microbiota intestinal e outras bactérias, inclusive patogénicas (Goéttig et al.,
2015; Sparo et al., 2012; Stecher et al., 2012). Além disso, outros estudos comprovam a
ocorréncia de transferéncia horizontal de genes de resisténcia em pacientes em tratamento com
antimicrobianos (Goren et al., 2010; G6ttig et al., 2015; Richter et al., 2011).

Os ensaios de conjugacao ndo resultaram em éxito, com a metodologia utilizada, para a
maioria das linhagens isoladas de carnes e de cloacas de frango produtoras de CTX-M-2.
Botelho e colaboradores (2015), estudando carnes de frango no Brasil, também nao obtiveram
éxito na conjugacéo in vitro de genes blactx-m-2, € Ferreira e colaboradores (2014) detectaram
linhagens de E. coli isoladas de cloacas de frango, também no pais, carreando esses genes
inseridos no cromossomo (Botelho et al., 2015; Ferreira et al., 2014b). Assim, estudos
adicionais s&o necessarios para comprovar se 0s blactx-m-2 detectados no presente estudo estao
localizados em plasmideos néo conjugativos ou se, de fato, estdo inseridos no cromossomo das

linhagens de E. coli estudadas.
6.5 Classificacdo das linhagens de E. coli em grupos filogenéticos
Escherichia coli recuperadas a partir de frangos, seja de carnes, carcacas ou do TGl,

variam bastante quanto ao grupo filogenético predominante, mesmo em um Unico pais.

Provavelmente, este fato seja devido as diferentes fontes de contaminacdo em cada ambiente.
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Por exemplo, no Brasil, os estudos diferem de maneira consideravel. Kobayashi e colaboradores
descreveram a predominancia do grupo A, mas ndo discriminam as taxas em carnes e carcagas
de frango no Estado do Parand (Kobayashi et al., 2011). Koga e colaboradores relataram a
predominancia do grupo filogenético B1 em carcacas, também no Parana (Koga et al., 2015),
e Botelho e colaboradores descreveram o grupo D como predominante em carnes de frango no
Estado do Rio de Janeiro (Botelho et al., 2015). Ferreira e colaboradores mostraram que o
filogrupo A predomina em E. coli isoladas do TGI de frangos em duas fazendas no Estado de
Sdo Paulo (Ferreira et al., 2014b, 2016). No estudo de Kobayashi, a taxa de detec¢do do
filogrupo B2 (21,25%) foi maior que a de B1 (Kobayashi et al., 2011), enquanto no estudo de
Koga, apenas 4,1% das linhagens pertenciam ao grupo filogenético B2 (Koga et al., 2015). O
estudo de Koga e o de Kobayashi diferem, principalmente, pois no segundo, ndao foram
estudadas apenas linhagens de E. coli produtoras de ESBL, como no primeiro. No estudo de
Botelho e nos de Ferreira ndo foram detectadas linhagens do filogrupo B2 (Botelho et al., 2015;
Ferreira et al., 2014b, 2016).

No presente estudo, o grupo filogenético D foi o mais prevalente nas linhagens de carnes
e de TGI de frangos do Brasil (Quadro 1 — p. 71), concordando, apenas, com o estudo de
Botelho e colaboradores, apesar de todos os estudos mencionados na comparacdo terem
utilizado uma metodologia de identificacdo de grupo filogenético diferente da usada no presente
estudo. Ainda, nas linhagens de E. coli isoladas a partir de carnes de frango da Franga, ndo
houve diferenca significativa na deteccao dos filogrupos D, A e B1 (Quadro 2 —p. 73).

O grupo filogenético D, por vezes considerado como virulento e causador de infecgbes
extraintestinais (Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000; Dhanji et al., 2010; Novais et al., 2007),
predominou dentre as linhagens de carnes de frango do Brasil (55,5%), como no estudo de
Dhanji e colaboradores, que analisaram carnes de frango importadas para 0 Reino Unido de
paises da América do Sul, incluindo o Brasil (Dhanji et al., 2010). O mesmo filogrupo D
predominou também entre as 42 linhagens de TGI de frangos do Brasil avaliados neste estudo
(57,1%), diferindo de outro estudo com linhagens isoladas do TGI de frangos no pais (Ferreira
et al., 2014b, 2016), mas se assemelhando ao estudo de Maciuca e colaboradores, na Roménia,
e ao estudo de Reich e colaboradores, na Alemanha (Maciuca et al., 2015; Reich, Atanassova
e Klein, 2013). Outros estudos apresentam o grupo filogenético A como predominante dentre
linhagens isoladas a partir de carnes de aves, na Espanha (Egea et al., 2012), ou, também, o
filogrupo B1 predominando dentre as linhagens de carne de frango, na Italia (Ghodousi et al.,
2015). De maneira geral, a literatura aponta variagdes entre a prevaléncia dos grupos

filogenéticos A, B1 e D em linhagens isoladas a partir do setor de producdo de aves mas,
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geralmente, o filogrupo B2 aparece em frequéncia bastante baixa (Botelho et al., 2015; Egea et
al., 2012; Ghodousi et al., 2015; Huijbers et al., 2014; Kluytmans et al., 2013; Koga et al.,
2015; Maciuca et al., 2015; Reich, Atanassova e Klein, 2013).

Mais uma vez, aliando os dados de grupos filogenéticos aos de genes bla e plasmideos,
parece haver uma distin¢do nas linhagens de E. coli presente na superficie de carnes de frango
e no TGI dos animais de acordo com cada ambiente, abatedouro, fazenda, animal,

manipuladores, setor ou regido geografica.
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7. CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

Carnes de frango comercializadas nos municipios analisados no Brasil e na Franca
apresentam contaminacdo por linhagens de E. coli resistentes a cefalosporinas de
espectro estendido, além de resistentes a outras classes de antimicrobianos

(aminoglicosideos, fenicdis, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim).

Linhagens de E. coli resistentes a cefalosporinas de espectro estendido e também a
outras classes de antimicrobianos (aminoglicosideos, fenicois, quinolonas,
sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim) colonizam o TGI de frangos criados em

granjas localizadas no Estado de Séo Paulo.

Os genes blactx-m séo os principais determinantes de resisténcia a ESC nas linhagens
de E. coli isoladas de carne e do TGI de frangos. O gene blactx-m-2 predomina em
linhagens isoladas de carnes e do TGI de frangos nas amostras do Brasil, e blactx-m-1

predomina em linhagens isoladas das amostras de carnes da Franca.

Nas linhagens isoladas no Brasil, os genes blactx-m-2 estdo associados a ISCR1 e
inseridos em integrons de classe 1 complexos. Os genes blacTtx-m-15, blacTx-m-55 €

blacwmy-2 estdo associados a ISEcpl, e o gene blactx-m-s, a 1S10.

Nas linhagens isoladas de carnes de frango no Brasil, um gene blacTx-m-2 esta
localizado em um plasmideo IncHI2/P (242,5 kb). O gene blactx-m-g é carreado por um

plasmideo Incl1 (100 kb), e um blacTx-m-15, por um plasmideo IncX1 (55 kb).

Nas linhagens isoladas do TGI de frangos no Brasil, blactx-m-s5 estdo localizados em
plasmideos IncN/FIl (100-110 kb) ou IncFIl (90 kb), e blacmy-2, localizados em
plasmideos de 90 kb.

Nas linhagens isoladas de carnes de frango na Franca, blactx-m-1 estdo localizados em
plasmideos Incl1 (97-195 kb) ou IncFIl (120-150 kb), blatem-s2 a plasmideos Incl1 (100
kb) ou IncX1 (45 kb), blacmy-2 a plasmideos IncA/C (165 kb) ou IncK (90 kb), e blasnv-
12 a um plasmideo Incl1 (130 kb).
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Nas linhagens isoladas de carnes de coelho da Franga, um blasnv-12 foi detectado
carreado por um plasmideo Incl1 (120 kb), e o outro blasnv-12, a um plasmideo de Inc
ndo tipavel (50 kb).

No Brasil, linhagens pertencentes aos grupos filogenéticos A, B1l, B2 e D estdo

presentes em carne e TGI de frangos, porém, predomina o filogrupo D.

Na Franca, ndo ha predominancia significativa entre dos filogrupos D, A e Bl, e

linhagens do grupo filogenético B2 também estéo presentes.

Escherichia coli veiculadas pela cadeia de producdo animal carreiam genes
codificadores de ESBL e pAmpC.

Genes de resisténcia a ESC, os plasmideos que os carreiam, € mesmo as linhagens

resistentes de E. coli parecem ser especificos para diferentes regies geograficas.
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APENDICE A. Relacio dos primers utilizados no presente estudo.
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PCR Alvo Sequéncia (5’ — 3°)° Te°a Produto Referéncia
REP-PCR IIGCGCCGICATCAGGC 40°C variavel Vila et al., 1996
ACGTCTTATCAGGCCTAC
adk ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 583 pb
CCGTCAACTTTCGCGTATTT
fumc TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 806 pb
GTACGCAGCGAAAAAGATTC 54°C
icd ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 878 pb
GGACGCAGCAGGATCTGTT
MLST purA CGCGCTGATGAAAGAGATGA 816 pb Wirth et al., 2006
CATACGGTAAGCCACGCAGA
TCGGCGACACGGATGACGGC
gyrB 911 pb
ATCAGGCCTTCACGCGCATC 60°C
mdh ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 932 bb
TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT a
recA CGCATTCGCTTTACCCTGACC 58°C 780 pb
TCGTCGAAATCTACGGACCGGA
bl cyx d0 grUpo 1 TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 pb
CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
Multiplex bl cyx d0 GTUPO 2 CGTTAACGGCACGATGAC 60°C 404 pb
CTX-M-grupos CGATATCGTTGGTGGTRCCAT Dallenne et al., 2010
TCAAGCCTGCCGATCTGGT
bla crxv do grupo 9 561 pb
TGATTCTCGCCGCTGAAG
AACRCRCAGACGCTCTAC
CTX-M-8/25 bla crxm-g, 25 260 -30 @ 60 °C 326 pb
OIS 25 26 39 4L TCGAGCCGGAASGTGTYAT P
TEM blatgm ATGAGTATTCAACATTTCCG 55°C 1088 pb Gaillot et al., 1998
CCAATGCTTAATCAGTGAGG
SHV bla gy AGCCGCTTGAGCAAATTAAA 60 °C 800 pb Taneja et al., 2012
GGGGTATCCCGCAGATAAAT
CMY blacmy2 € 4 ATGATGAAAAAATCGTTATGC 55°C 1200 pb Mammeri et al., 2010
TTATTGCAGCTTTTCAAGAATGC
Ambiente de ISEp1 AAAATGATTGAAAGGTGGT 50°C 1100 ob Liao et al., 2010
bla cryma bla cryaa CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG P Carattoli et al., 2008
CTX-M-8 bla crx.m-grupo 8 CGGATGATGCTAATGACAAC 60 °C 569 pb Shibata et al., 2006
GTCAGATTGCGAAGCGTC
CACACGAATTGAATGTTCAG .
TX-M-2 | - 2 ° 24 hmel 1, 2
c > blacrxy-grupo 25 TCACTCCACATGGTGAGT 5°C 924pb Chmelnitsky etal., 2005
ATGATGACTCAGAGCATTCG
TX-M-2 | - 2 2 ° 7/ B 1,2
C bla crx.m-grupo TCAGAAACCGTGGGTTAC 52 °C 876 pb ertrand et al., 2006
ISCR1 CCGTTAAGCTCTTATGTGGG 2300 pb
bla crxm-2 GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC
sull GTATTGCGCCGCTCTTAGAC 2000 pb
ISCR1 AAACCAGCATGGTTGGCTAC
Ambiente de bla ey TTAATGATGACTCAGAGCATT 5500 2200 pb Power et al, 2005
bla cryme 3-CS (qacEA1) AAACCAGCATGGTTGGCTAC
Regido variavel GGCATCCAAGCAGCAAGC variavel
do integron AAGCAGACTTGACCTGAT
. ACCGCCAACTTTCAGCACAT
intll 900 pb
GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG
Ambiente de 1S10 TCGCTTTGGTTGGCAGGTTACG
63 °C 600 pb Presente estudo
bla crxms blacrxms ACTGGTGCTGCACATGGCAAAG P
Ambiente de ISEpl AAAAATGATTGAAAGGTGGT 50°C 1026 pb Saladin et al., 2002
bla cpy-2 bla cpy-2 TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC P Pérez-Pérez e Hanson, 2002
chuA ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281 pb
AAACGCGCTCGCGCCTAAT
viaA TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216 pb
flogenee OCCGOTOAGATAGAAAGSCE 6°C Dourinetal, 2012
flogeneticos TSPE4.C2 152 pb
TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG
gadA GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373 pb

GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC




APENDICE B. Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado pelas linhagens de E. coli isoladas no Brasil incluidas no estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3
Fonte’ Isolado? AMX AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFX
1321 1321 1118 2122 2226 17-21 1520 2123 1621 2124 2528 2026 1422 2024 2027 1822 12115 1417 1417 1115 1518 1518 1821 1822 1419 1619 1418 1117 1116 1420 1622 2125

CRF1 CFCTX9 6 6 6 15 12 9 6 29 17 33 26 20 15 6 18 21 16 8 21 27 28 23 19 6 6 6 24
CFCTX13 6 6 6 12 10 6 6 27 13 33 27 18 18 13 6 19 22 16 8 21 29 28 6 19 6 33 6 23 20
CRF2 CFCTX15 6 23 6 6 17 14 13 6 32 20 35 29 28 17 10 21 22 16 23 20 25 6 31 8 20 6 34 6 16 15
CFCTX20 6 6 6 14 12 10 6 29 17 34 27 27 19 15 6 21 24 18 9 18 23 30 31 6 20 6 34 6 11 10

CFCTX23 6 21 6 6 22 11 6 30 19 37 31 29 28 20 21 24 17 23 22 25 31 29 26 20 33 36 6 25
CFCTX24 6 22 6 6 14 11 9 6 31 19 34 29 28 20 15 6 6 21 16 6 11 30 30 8 19 6 6 6 8 6
CRF3 CFCTX27 6 6 6 13 11 9 6 28 16 33 25 18 19 13 6 13 21 15 6 11 29 27 6 19 6 32 6 14 13
CFCTX28 6 21 6 6 16 14 12 6 31 19 34 28 26 16 6 21 23 17 23 20 25 6 28 8 19 6 32 6 23 21

CFCTX30 6 6 6 13 12 9 6 29 17 34 27 26 18 15 8 20 23 18 10 18 23 29 30 25 20 6 34 6 26
CFCTX36 6 6 6 9 9 6 6 24 16 32 17 23 17 14 12 6 6 22 17 23 20 25 10 6 19 6 6 6 10 9
CRF4 CFCTX37 6 6 6 11 10 8 6 30 6 29 26 24 17 18 12 8 6 28 19 26 24 32 6 29 6 21 6 31 6 18
CFCTX39 6 6 6 11 10 9 6 27 17 32 25 17 19 12 10 21 23 17 23 21 26 6 27 25 20 6 34 6 15
CFCAZ3 6 6 6 9 10 6 6 26 6 32 16 25 16 13 12 6 28 19 27 24 31 10 6 20 6 6 6 9 7
CFCTX44 6 6 6 12 10 8 6 27 17 32 26 28 19 20 13 6 6 23 6 6 6 11 30 28 6 19 6 6 6 10 9

CFCTX53 6 6 6 13 11 6 6 28 15 33 27 27 18 18 13 6 6 23 18 23 21 27 6 28 6 20 6 34 22

CRF5 CFCTX55 6 6 6 15 13 11 6 31 19 33 28 26 19 15 12 6 24 18 13 19 24 31 31 6 20 6 37 6 26
CFCTX57 6 6 6 15 12 8 6 28 17 33 26 28 20 15 10 6 22 15 10 23 32 30 6 19 11 33 25 34 33

CFCTX58 6 6 6 15 14 11 6 30 19 36 28 27 16 6 21 23 17 23 21 26 28 28 8 18 6 31 8 26

F1Bx 6 6 6 12 12 10 6 29 20 31 26 24 17 13 6 18 22 15 6 15 21 26 29 6 19 6 36

FAAX 6 6 6 15 14 9 6 29 34 29 28 16 10 20 23 6 14 6 14 29 28 8 20 6 6 24 35 32
F4Bx 6 6 6 15 13 10 6 29 21 35 28 25 20 15 6 6 24 16 7 22 26 26 6 20 6 37 7 25 21

F7Bx 6 6 6 15 12 9 6 30 21 36 29 29 20 17 8 21 25 6 15 6 15 28 28 6 20 6 6 7 25
F13Ax 6 6 6 15 13 11 6 30 33 31 28 17 6 6 23 6 9 6 1 26 27 6 20 6 38 6 10 8
F13Bx 6 23 6 6 20 15 11 6 28 24 35 31 26 28 17 17 20 21 15 23 20 24 26 26 6 19 27 31 6 23 21
F14Dx 6 22 6 6 14 13 8 6 31 6 35 29 30 15 12 23 27 6 10 17 28 30 9 20 6 6 27 38 34
F15Bx 6 6 6 16 15 10 6 29 34 30 31 18 10 20 23 6 14 6 14 27 28 8 19 6 6 26 34 32
F17Bx 6 6 6 15 12 11 6 29 34 29 28 20 15 6 6 25 19 6 23 23 23 6 20 6 38 8 19
Fazenda 1 F20Bx 6 21 6 6 14 12 12 6 29 32 30 28 20 16 6 6 22 6 9 6 12 24 29 6 19 6 37 6 9 8
F21AX 6 21 6 6 15 13 11 6 29 25 33 31 28 20 16 6 6 21 6 10 6 1 25 27 6 19 6 36 6 9 6

F21Bx 6 6 6 13 12 9 6 28 20 31 27 28 20 17 8 21 24 6 15 6 15 25 26 6 19 6 6 9 25
F23x 6 6 6 12 12 9 6 27 31 27 26 17 20 14 6 20 23 6 9 6 14 27 29 8 19 6 6 27 33 32
F24x 6 6 6 12 11 10 6 28 21 30 28 25 17 19 13 6 19 24 19 9 18 21 27 25 26 18 6 6 28 35 31
F25Bx 6 23 6 6 13 12 9 6 32 6 34 29 27 19 14 6 6 28 6 10 7 14 27 29 6 20 6 36 6 8 7
F26Bx 6 6 6 13 12 8 6 30 15 35 27 18 19 13 8 24 16 14 26 29 28 7 20 6 6 6 9 10
F28AX 6 6 6 14 14 12 6 32 17 35 26 27 20 15 15 22 25 18 24 22 26 6 30 9 19 6 34 7 26 26
F31ABx 6 6 6 13 12 9 6 31 15 34 29 29 20 14 6 6 24 6 9 6 12 26 27 6 20 6 37 6 10 7
F35AX 6 6 6 13 12 7 6 29 16 35 26 24 18 20 14 6 6 27 20 11 19 24 23 24 7 20 6 37 7 20 19
F35Bx 6 22 6 6 14 13 8 6 32 38 30 32 16 9 22 26 6 14 7 16 30 31 10 21 6 6 30 40 38

14"




APENDICE B (cont...). Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado pelas linhagens de E. coli isoladas no Brasil incluidas no
estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3
Fonte’ Isolado® AMX AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFX
1321 1321 1118 2122 2226 17-21 1520 2123 1621 2124 2528 2026 1422 2024 2027 1822 12115 14-17 1417 1115 1518 1518 1821 1822 1419 1619 14-18 1117 11-16 1420 1622 2125
Fazenda 1 F37x 6 6 6 14 13 8 6 30 21 36 30 30 16 11 22 26 6 15 9 16 28 29 9 20 6 6 28 38 36
F42Cx 6 6 6 11 11 6 6 28 21 34 26 23 17 20 12 24 27 17 27 24 30 28 25 6 20 6 28 6 26
F49Bx 6 24 6 6 12 12 9 6 31 28 35 29 25 15 16 21 6 26 18 27 25 30 33 32 7 20 26 34 6 6 7
F56AX 6 23 6 6 13 11 9 6 29 24 33 27 18 16 10 24 26 18 26 24 29 26 28 6 19 24 31 24 33 33
F58x 6 6 6 14 12 8 6 29 32 28 27 16 7 21 26 17 10 18 23 28 28 6 19 6 30 22 33 35
F59Bx 6 26 6 6 13 11 8 6 31 27 35 27 17 16 6 19 23 17 9 21 31 30 26 19 6 14 21
F60Bx 6 26 6 6 15 14 12 6 30 27 35 27 20 18 11 22 22 16 24 21 25 26 27 6 20 28 36 6 9 9
Fazenda 2 F61Bx 6 6 6 13 10 9 6 28 33 28 25 19 20 15 6 22 26 6 15 9 15 20 6 19 6 28 6 15 16
F61Cx 6 21 6 6 12 11 8 6 29 26 32 23 20 15 15 9 19 25 18 11 18 24 28 28 24 18 6 11 13 16 19
F66AXL 6 22 6 6 14 13 11 6 31 25 33 31 28 20 16 6 6 28 6 11 8 17 26 28 6 19 6 35 6 7 7
F66BxX 6 23 6 6 12 13 9 6 28 25 32 20 25 17 17 22 25 16 25 24 28 26 26 6 19 23 29 6 8 9
F68Bx 6 6 6 10 11 7 6 26 20 31 17 18 11 12 22 25 18 26 23 28 24 26 6 19 6 27 8 24
FB9AX 6 24 6 6 14 14 11 6 32 25 35 33 27 16 8 6 29 6 12 7 17 27 29 6 20 6 37 6 9 7
F71Bx 6 25 6 6 14 14 11 6 30 25 35 26 20 18 21 24 27 20 26 25 29 26 26 25 19 23 30 24 34 32
F75x 6 6 6 7 18 14 15 16 22 17 31 10 6 30 18 29 22 23 27 19 29 26 30 23 25 21 19 22 30 26 32 31
F77Bx 6 6 6 7 13 11 12 17 22 20 29 11 6 29 19 27 23 24 27 18 28 25 31 26 26 22 19 22 33 26 36 34
F81Bx 7 8 6 15 22 17 23 26 33 18 7 34 32 23 25 28 19 29 26 31 25 25 22 19 21 35 24 31 32
Fazenda 3 F91AX 6 8 6 7 14 14 14 18 24 6 30 9 6 31 19 29 24 26 29 19 30 27 32 25 25 20 21 31 24 32 30
F94x 6 7 6 8 17 14 14 18 22 6 29 10 7 31 18 30 22 25 27 19 27 25 30 26 26 22 19 26 34 23 32 33
F106Bx 6 7 6 9 16 14 12 19 25 20 32 14 6 32 31 8 6 31 21 32 27 33 29 27 8 21 6 39 29 40 37
F109x 6 9 6 9 19 17 15 19 21 9 30 14 8 33 19 31 21 24 26 19 26 24 29 23 25 22 19 25 31 23 34 34
F117Bx 6 9 6 10 19 16 21 25 32 16 6 32 31 23 25 28 18 27 25 31 24 27 21 19 21 34 23 32 32

! CRF = carne resfriada de frango.

2 Linhagem isolada de CRF lavada com &gua peptona acrescida de cefotaxima (CFCTX) ou ceftazidima (CFCAZ).

3 AMX = amoxicilina, AMC = amoxicilina/acido clavulanico, CF = cefalotina, CXM = cefuroxima, CTX = cefotaxima, XNL = ceftiofur, PIP =
piperacilina, TIC = ticarcilina, TZP = piperacilina/tazobactam, TCC = ticarcilina/acido clavulanico, ETD = ertapenem, CAZ = ceftazidima, FOX
= cefoxitina, FEP = cefepima, ATM = aztreonam, CEQ = cefquinoma, S = estreptomicina, K = canamicina, AN = amicacina, APR = apramicina,
GM = gentamicina, TM = tobramicina, NET = netilmicina, C = cloranfenicol, FFC = florfenicol, TE = tetraciclina, CS = colistina, SSS =
sulfonamidas, TMP = trimetoprim, NA = acido nalidixico, ENR = enrofloxacina, OFX = ofloxacina. Valores de halo marcados em vermelho
indicam resisténcia ao antimicrobiano; valores marcados em indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano; valores em verde
indicam sensibilidade.
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APENDICE C. Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos das E. coli isoladas de carnes de frango na Franca incluidas no estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3
Produtor! Isolado” AMX AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFX
1321 1321 1118 2122 2226 1721 1520 2123 1621 2124 2528 2026 1422 2024 2027 1822 1215 1417 1417 1115 1518 1518 1821 1822 1419 1619 1418 1117 1116 1420 1622 2125

A P1A1 6 26 10 15 22 14 6 32 26 35 28 28 27 25 23 25 27 21 28 24 31 28 28 8 21 27 33 25 34 33
P1B1 6 21 6 6 13 11 8 6 29 21 34 26 25 19 19 15 24 25 28 22 28 26 30 27 29 7 20 6 31 6 19

B P2B1 6 25 6 6 16 14 10 6 32 25 34 30 27 17 23 25 27 22 29 26 31 29 30 6 21 6 6 27 40 37

c P3B1 6 21 6 6 15 13 8 6 29 35 26 24 16 23 24 28 22 28 26 32 27 29 26 20 21 30 23 32 32
P3B2 6 21 6 6 14 13 8 6 29 34 26 22 20 20 16 21 24 27t 22 27 25 30 23 23 6 20 18 28 6 17

b P4A1 6 25 6 6 13 12 9 6 29 24 34 271 26 20 20 15 24 27 21 26 25 31 28 27 6 21 6 33 26 40 34
P5A1 6 24 6 6 17 15 9 6 30 24 36 29 28 17 22 25 28 22 28 26 31 27 29 25 20 22 28 6 22

B P6A1 6 21 6 6 15 13 10 6 30 6 35 30 28 17 6 26 30 23 29 27 33 6 32 7 22 6 6 6 23
P6B1 6 6 6 12 11 7 6 26 18 32 23 19 19 14 6 25 27t 22 28 25 30 25 26 6 20 6 6 6 6 6
P7A1 6 21 6 6 13 12 8 6 30 7 34 27 24 20 20 13 25 27 28 23 28 26 31 26 29 8 21 6 33 27 39 34
P7B1 6 23 6 6 17 14 11 6 30 6 36 28 26 18 19 25 27 22 29 26 29 27 26 6 21 6 6 6 23

D P7B2 6 22 6 6 14 12 8 6 24 6 33 27 24 20 20 16 23 25 27 22 28 25 31 26 26 23 20 25 30 23 32 32
P8B2 6 21 6 6 16 12 8 6 29 6 35 28 28 17 22 24 27 21 27 25 32 28 28 6 22 6 33 24 36 35
P8B3 6 22 6 6 16 12 6 30 6 35 27 25 20 16 22 26 26 23 27 26 28 27 25 6 19 22 28 24 34 34

B P9A1 6 23 6 6 17 15 11 7 30 26 34 30 26 18 8 25 28 22 30 26 32 29 31 9 20 6 6 27 37 38

C P10A1 6 21 6 6 16 12 6 28 6 34 26 23 20 20 17 24 25 28 23 30 27 32 29 26 6 20 6 31 6 24

A P11B1 6 22 6 6 15 12 6 6 29 24 34 271 23 20 17 23 25 27 21 29 25 31 26 25 6 20 6 32 23 32 32
P11B2 6 24 6 6 17 13 10 6 31 25 35 28 25 15 22 24 26 21 28 25 30 29 27 6 20 6 31 25 32 31

B P12A1 6 23 6 6 17 13 9 6 29 24 33 26 25 20 16 23 24 28 21 27 25 32 28 25 6 20 6 30 6 24

D P14A1 6 6 6 12 10 7 6 29 13 32 22 17 17 12 22 24 27 22 28 26 31 27 27 25 21 23 33 25 35 31
P15A1 6 6 6 17 14 6 6 27 16 35 27 26 17 22 24 26 21 26 23 30 23 25 7 20 6 31 21
P15B2 6 21 6 6 16 13 7 6 29 20 37 271 27 17 7 6 26 22 27 25 30 27 27 6 20 6 6 22 33 33

B P15B3 9 9 6 13 21 17 23 26 35 17 9 33 31 6 15 26 17 6 10 21 7 6 6 22 6 32 26 35 32
P16B1 6 22 6 6 16 13 10 6 30 34 28 27 20 17 19 25 28 22 28 26 32 28 28 6 21 6 6 6 24
P16B3 6 22 6 6 17 14 9 6 29 35 29 27 17 23 25 28 23 27 25 30 29 29 27 22 6 6 6 22 21

A P18B1 6 23 6 6 17 14 9 6 30 24 33 29 27 18 21 24 26 20 26 24 30 28 29 6 21 6 29 25 35 33
P18B2 6 25 6 6 19 16 11 6 33 27 36 31 28 22 25 26 20 26 25 31 29 28 6 21 6 35 29 38 35
P19A1 6 6 15 22 10 6 24 17 36 15 24 28 10 27 6 24 26 21 27 25 30 10 20 6 21 6 28 6 7 8
P19B1 6 6 14 21 6 28 25 3% 20 11 35 32 7 21 28 23 10 19 24 7 7 9 22 6 32 35 32

D P20A1 6 23 6 6 17 12 10 6 29 35 27 23 18 23 25 27 22 28 25 31 24 24 6 21 6 30 22 32 32
P20B1 8 9 6 11 20 20 24 28 24 33 17 8 34 32 23 27 29 22 28 27 32 25 26 24 22 6 6 8 27 26
P20B3 6 24 6 6 17 14 10 6 31 25 34 28 26 17 21 24 27 20 28 25 31 28 29 6 22 6 31 24 33 33
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APENDICE C (cont...). Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos das E. coli isoladas de carnes de frango na Franca incluidas no estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3

Produtor! Isolad’® “AMX AMC  CF

CXM CTX XNL

>0 w O

@

P21A1
P21B1
P21B4
P22A1
P23B1
P25B1
P26A1
P27A1
P28A1
P29A1
P30B1
P30B2
P31A1
P31B1
P31B2
P32A1
P33A1
P34A1
P34B1
P35A1
P36A1
P36B1
P38A1
P38B1
P39A1
P39B2
P40A1
P40B2
P41A1
P41B2
P42A1
P42A2
P42B1

25
24
21
24
22
22
24
23
24
22
23
25
25
24
26
24
24
25
22
23
25
23
24
21
24
22
26
21
29
23
23
23

o0 000 R oo oo oo

-
~

15
17
18
16
17
12
19
16
16
18
17
18

17
20
17
18
18
17
16
19
16
14
14
14
15
16
16
13
15
14
13

13
13
15
12
13
10

13
13
15
14
13

13

14
15
14
14
13
17
14
13
11
12
12
14
13
10
13
12
12

PIP TIC TzZP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE Ccs S§SS TMP NA ENR OFX
13-21 1321 1118 21-22 2226 17-21 1520 21-23 16-21 21-24 2528 2026 1422 20-24 20-27 1822 12-15 1417 1417 11-15 1518 15-18 1821 1822 1419 16-19 1418 11-17 11-16 1420 1622 21-25

9 6 30 24 36 29 27 17 18 24 27 20 28 24 32 27 30 24 22 6 6 25 35 35
10 6 31 24 33 28 23 20 17 11 6 28 22 29 25 32 31 31 8 21 6 6 6 23

10 6 30 24 36 30 29 17 6 28 32 25 32 29 35 6 28 7 21 6 6 6 23 21
8 6 29 24 36 28 28 17 16 24 26 22 27 25 29 29 30 7 20 6 6 26 37 36
8 6 29 35 28 25 17 23 25 27 22 28 25 31 25 25 6 21 27 34 23 35 35
7 6 33 10 35 28 26 17 20 13 23 26 28 24 29 25 32 25 24 8 22 6 32 25 39 36
12 6 31 13 34 20 25 27 22 17 26 28 22 29 26 32 28 28 27 21 22 6 28 40 36
10 6 31 15 35 28 28 16 6 26 30 23 28 26 32 6 30 7 22 6 6 6 23

10 6 31 15 34 29 29 16 18 25 29 22 27 25 32 26 29 28 22 6 6 8 29 28
12 6 31 19 34 28 26 18 23 25 27 23 28 25 31 29 29 7 20 6 33 25 34 32
11 6 30 19 35 29 27 18 17 26 27 23 27 25 30 28 28 7 22 6 6 7 24

11 6 31 19 35 29 26 18 17 24 25 21 26 25 28 25 25 23 20 6 6 24 33 32
14 6 31 24 34 25 27 28 25 21 23 26 21 26 23 30 24 26 21 20 21 33 22 33 32
10 6 29 24 32 28 26 16 19 25 27 22 28 26 30 26 28 6 21 6 6 7 24

12 6 31 24 34 25 26 22 16 26 28 22 28 26 31 29 29 26 20 20 6 27 38 36
11 6 29 33 26 27 19 24 26 22 27 24 29 25 26 7 20 6 6 23 32 32
11 6 31 24 34 29 26 18 17 24 26 22 27 25 31 28 28 6 21 6 6 7 23

12 6 33 28 36 30 26 27 17 25 27 28 24 31 27 33 29 32 26 21 6 36 27 40 32
9 6 30 19 35 29 28 18 6 26 30 23 30 27 33 6 29 7 22 6 6 6 22 21
11 6 31 35 28 26 20 16 24 26 29 23 29 27 35 33 33 6 23 6 33 26 37 35
13 6 34 28 37 31 27 36 7 26 28 22 30 28 30 30 31 8 21 6 6 27 40 38
10 6 30 25 36 29 28 15 6 25 29 23 31 271 32 6 28 7 21 6 6 6 23 21
9 6 32 24 33 29 27 20 16 19 23 26 21 25 23 29 26 27 9 18 6 34 27 36 37
8 6 27 13 32 24 23 18 18 16 18 25 26 22 26 24 29 21 22 20 6 6 22 30 30
8 6 29 17 34 27 26 17 10 24 26 21 27 24 31 27 28 6 20 6 31 24 32 33
9 6 28 17 33 27 24 17 21 24 26 21 28 26 29 25 25 6 20 6 28 22 31 31
10 6 33 21 35 30 26 16 22 25 27 21 28 26 31 28 27 6 21 6 35 11 30 29
9 6 28 15 35 29 28 18 11 28 30 25 31 29 33 28 28 6 21 6 31 27 38 36
6 6 35 21 37 31 29 20 17 25 26 30 23 31 27 33 30 31 6 22 6 29 6 23

11 6 29 24 35 27 23 17 8 6 27 21 21 24 29 28 29 6 21 6 6 6 8 8
9 6 29 25 33 26 25 19 14 18 25 28 22 31 27 32 28 29 26 20 6 6 27 3 35
9 6 28 24 34 26 26 19 15 12 25 27 22 27 25 31 27 26 6 21 6 6 24 34 33
13 6 34 27 36 32 29 24 31 17 26 28 22 30 26 33 30 31 9 21 6 6 1230 27
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APENDICE C (cont...). Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos das E. coli isoladas de carnes de frango na Franca incluidas no estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3

Produtor’ Isolado” AMX AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFX
1321 1321 11-18 2122 2226 1721 1520 2123 1621 2124 2528 20-26 1422 2024 2027 1822 12115 1417 1417 11-15 1518 1518 1821 1822 1419 16-19 1418 1117 1116 1420 1622 2125

b P43A1 6 23 6 6 15 13 11 6 30 20 34 29 26 16 22 24 27 21 26 24 28 26 27 7 19 6 32 26 35 33
P43B2 6 6 6 13 11 8 6 26 14 29 17 17 13 6 24 26 21 25 23 28 6 24 6 18 6 6 6 18

P44A1 6 23 6 6 15 12 10 6 31 19 34 29 23 19 16 17 24 26 21 26 24 29 27 26 22 18 6 6 9 27

P44B1 6 21 6 6 17 13 10 6 29 18 36 29 28 17 6 29 32 25 30 27 32 6 27 6 19 6 6 6 23 21

B P45A1 6 6 6 14 11 8 6 25 14 32 24 17 16 14 19 6 271 22 271 24 30 26 25 6 19 6 6 6 20
P45B1 6 24 6 6 14 13 9 6 31 20 36 29 25 16 6 23 26 20 26 24 29 29 29 6 19 6 6 6 18

P45B2 6 22 6 6 16 13 11 6 28 20 35 29 28 17 6 27 29 24 28 25 31 6 29 6 19 6 6 6 23 21

P46B1 6 21 6 6 15 13 10 6 30 20 3 27 23 19 16 9 6 26 20 26 23 29 27 27 6 18 6 6 6 8 8

A P47A1 6 26 10 14 22 21 6 30 37 28 29 27 25 22 25 27 22 27t 25 29 25 24 24 19 24 30 24 33 32
P47B1 6 22 6 6 15 13 11 6 30 35 28 26 20 17 17 23 26 20 26 23 29 29 30 7 18 6 6 27 36 34

c P48A1 6 6 6 13 12 8 6 28 19 34 26 22 19 19 15 18 24 26 21 26 23 30 25 26 22 18 6 6 26 34 32
P48B1 6 22 6 6 15 12 9 6 28 20 33 27 24 20 17 18 25 27 22 27 24 30 26 26 23 19 6 6 23 33 32

Lep” «“B” “C” e “D” indicam os diferentes produtores ou fontes, considerando as carnes vendidas a granel em um mercado especifico como um
produtor distinto.

2 «“p” seguido de um niimero indica o niimero da amostra de carne de frango analizada no AVB; assim, duas linhagens “Pn°®” indicam que ambas
foram obtidas a partir da mesma amostra de carne. “A” indica a carne que foi incubada em BHI sem adi¢ao de cefotaxima, e o caldo posteriormente
semeado em agar ChromID® ESBL. “B” indica a carne que foi incubada em BHI acrescido com cefotaxima, e o caldo posteriormente semeado em
agar MacConkey acrescido com cefotaxima. O niimero em seguida de “A” ou “B” indica o nimero das linhagens isoladas na mesma placa de agar.
3 AMX = amoxicilina, AMC = amoxicilina/acido clavulanico, CF = cefalotina, CXM = cefuroxima, CTX = cefotaxima, XNL = ceftiofur, PIP =
piperacilina, TIC = ticarcilina, TZP = piperacilina/tazobactam, TCC = ticarcilina/acido clavulanico, ETD = ertapenem, CAZ = ceftazidima, FOX
= cefoxitina, FEP = cefepima, ATM = aztreonam, CEQ = cefquinoma, S = estreptomicina, K = canamicina, AN = amicacina, APR = apramicina,
GM = gentamicina, TM = tobramicina, NET = netilmicina, C = cloranfenicol, FFC = florfenicol, TE = tetraciclina, CS = colistina, SSS =
sulfonamidas, TMP = trimetoprim, NA = acido nalidixico, ENR = enrofloxacina, OFX = ofloxacina. Valores de halo marcados em vermelho
indicam resisténcia ao antimicrobiano; valores marcados em indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano; valores em verde
indicam sensibilidade.
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APENDICE D. Perfil de de susceptibilidade aos antimicrobianos das E. coli isoladas de carnes de coelho da Franca incluidas no estudo.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)3
Produtor’ Isolad’® AMX AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC ETD CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFX
1321 1321 1118 2122 2226 17-21 1520 2123 1621 2124 2528 2026 1422 2024 2027 1822 12-15 1417 1417 11-15 1518 1518 1821 1822 1419 16-19 1418 11-17 1116 1420 1622 2125
D L5A1 6 22 6 17 22 14 6 30 24 37 18 26 30 14 27 6 25 28 21 30 25 32 10 19 7 21 6 35 6 6 6
D L7B1 6 23 6 14 20 14 6 27 18 35 12 27 8 23 22 25 28 23 28 26 31 22 22 21 21 20 25 18

! As duas carnes contaminadas com E. coli produtora de ESBL foram obtidas do mesmo produtor.

2 «“L” seguido de um nimero indica o niimero da amostra de carne de coelho analizada no AVB. “A” indica a carne que foi incubada em BHI sem
adicdo de cefotaxima, e o caldo posteriormente semeado em agar ChromID® ESBL. “B” indica a carne que foi incubada em BHI acrescido com
cefotaxima, e o caldo posteriormente semeado em agar MacConkey acrescido com cefotaxima.

3 AMX = amoxicilina, AMC = amoxicilina/acido clavulanico, CF = cefalotina, CXM = cefuroxima, CTX = cefotaxima, XNL = ceftiofur, PIP =
piperacilina, TIC = ticarcilina, TZP = piperacilina/tazobactam, TCC = ticarcilina/4cido clavulanico, ETD = ertapenem, CAZ = ceftazidima, FOX
= cefoxitina, FEP = cefepima, ATM = aztreonam, CEQ = cefquinoma, S = estreptomicina, K = canamicina, AN = amicacina, APR = apramicina,
GM = gentamicina, TM = tobramicina, NET = netilmicina, C = cloranfenicol, FFC = florfenicol, TE = tetraciclina, CS = colistina, SSS =
sulfonamidas, TMP = trimetoprim, NA = acido nalidixico, ENR = enrofloxacina, OFX = ofloxacina. Valores de halo marcados em vermelho
indicam resisténcia ao antimicrobiano; valores marcados em indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano; valores em verde
indicam sensibilidade.
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APENDICE E. TSA, genes bla e ambiente genético identificados nas cepas transconjugantes de linhagens do Brasil e da Franca.

Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (mm)1 Plasmideo®
Transconjugante  AMx AMC CF CXM CTX XNL PIP TIC TzP TCC EID CAZ FOX FEP ATM CEQ S K AN APR GM TM NET C FFC TE CS SSS TMP NA ENR OFx Genebla Tamanho Inc
13-21 13-21 1118 21-22 2226 17-21 1520 21-23 16-21 2124 2528 20-26 1422 20-24 20-27 1822 12-15 14-17 1417 11-15 1518 1518 1821 1822 1419 16-19 14-18 11-17 1116 1420 16-22 21-25
CFCTX23™¢ 6 32 8 8 21 8 6 34 6 47 36 32 34 35 24 35 35 40 29 41 40 44 35 36 34 28 23 34 26 44 48 CTX-M-8 100kb 11
CFCTX36'¢ 6 25 6 6 13 13 8 6 36 7 39 22 31 27 19 19 30 34 36 30 37 36 39 28 34 30 24 24 35 24 30 29 CTXM-15 55kb X1
CFCTX57"¢ 6 40 6 6 21 10 6 47 25 48 42 33 36 40 24 18 6 40 28 18 27 40 35 40 9 27 27 31 25 40 39 CTX-M-2 2425kb HIP
F49Bx'© 6 40 8 6 18 13 6 38 8 44 34 26 31 21 23 32 34 39 30 39 37 43 27 32 31 26 23 32 24 45 46 CTX-M-55 100kb N/FII
F56AX ¢ 6 39 7 6 18 12 6 37 7 42 29 32 32 26 26 28 35 36 27 37 35 40 30 33 30 23 24 31 24 47 46 CTX-M-55 110kb N/FII
F59Bx' © 6 29 6 6 18 17 10 6 35 6 42 29 28 31 25 25 29 34 36 27 36 34 38 30 33 29 24 36 35 21 45 39 CTX-M-55 100kb N/FII
F60BX' © 6 61 7 8 17 11 6 51 8 36 33 31 34 27 28 30 34 36 27 37 38 40 33 36 29 27 22 34 22 45 45 CTX-M-55 100kb N/FIl
F61CX' © 6 55 6 6 19 13 6 54 8 37 35 33 33 30 25 29 35 38 26 38 36 40 30 34 29 25 22 33 23 36 41 CTX-M-55 100kb N/FI
F66Bx © 6 56 6 6 20 13 6 56 7 36 35 31 34 28 31 29 33 38 28 39 37 40 34 36 30 27 23 32 23 41 43 CTXM55 90 kb Fll
F71Bx'© 6 40 6 6 20 11 6 37 7 41 33 34 34 28 24 31 35 40 29 40 36 42 31 36 32 26 24 34 24 38 44 CTX-M-55 100kb N/FII
p1A1TC 6 40 19 32 36 13 6 40 40 40 40 34 40 40 NT 28 38 40 40 39 38 40 25 31 35 25 22 33 20 40 40 TEM-52
p1B1T¢ 6 40 6 6 36 29 6 40 34 32 32 37 40 36 NT 27 31 29 3 29 28 40 30 34 9 26 6 30 23 38 39 CTXM-1
pP19A1T¢ 7 35 24 33 40 23 6 36 26 40 32 36 34 34 NT 19 40 40 39 39 40 40 27 40 15 28 6 37 33 37 34 SHV-12
p20B1"¢ 12 6 26 40 38 32 39 35 40 40 33 27 40 38 NT 30 40 40 39 38 38 40 34 40 40 27 26 31 25 38 40 CMY-2
P21A1T¢ 6 35 6 10 32 23 6 40 12 40 40 36 34 40 NT 28 35 37 31 38 37 40 32 34 32 24 6 6 26 38 40 CTX-M-1
P26A1T¢ 6 32 14 35 33 11 6 40 40 40 35 35 40 40 NT 29 32 37 32 34 34 39 25 33 3B 25 21 31 21 39 37 TEM-52
P31A1T¢ 6 34 15 34 31 10 6 40 40 40 36 34 40 40 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT TEM-52
P31B2"¢ 6 34 16 33 36 12 6 40 40 40 37 29 40 40 NT 29 37 40 36 36 39 40 26 34 36 26 25 33 21 36 36 TEM-52
P46B1"C 6 40 6 6 35 29 6 37 20 40 40 39 40 38 NT 27 35 40 32 33 38 40 28 40 10 26 6 31 24 32 38 CIXM-1
P47AL"® 6 34 18 34 35 15 6 40 40 40 40 31 40 40 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT TEM-52 -

L AMX = amoxicilina, AMC = amoxicilina/acido clavulanico, CF = cefalotina, CXM = cefuroxima, CTX = cefotaxima, XNL = ceftiofur, PIP =

piperacilina, TIC = ticarcilina, TZP = piperacilina/tazobactam, TCC = ticarcilina/4cido clavulanico, ETD = ertapenem, CAZ = ceftazidima, FOX
= cefoxitina, FEP = cefepima, ATM = aztreonam, CEQ = cefquinoma, S = estreptomicina, K = canamicina, AN = amicacina, APR = apramicina,
GM = gentamicina, TM = tobramicina, NET = netilmicina, C = cloranfenicol, FFC = florfenicol, TE = tetraciclina, CS = colistina, SSS =
sulfonamidas, TMP = trimetoprim, NA = acido nalidixico, ENR = enrofloxacina, OFX = ofloxacina. Valores de halo marcados em vermelho

indicam resisténcia ao antimicrobiano; valores marcados em
indicam sensibilidade.

indicam resisténcia intermediaria ao antimicrobiano; valores em verde

2 No foi realizada a caracterizagdo dos plasmideos das cepas transconjugantes de linhagens da Franga pois os mesmos ja haviam sido identificados
nas linhagens selvagens. O TSA e a PCR de gene bla foram realizados para confirmar a conjugacao.
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