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RESUMO

A resist°ncia a cefalosporinas de espectroao
lactamases de espectro estendido (ESBL) por Enterobacteriaceae é um problema de saude
publica global. Neste contexto, 0 aumento da resisténcia a ESEscherichia calisoladas

de animais de producédo é uma questao 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 € um importante produtor e o maiortexioo de carne de frango

no mundo. Assim, é de extrema importancia monitorar a presenca dessas bactérias neste setol
alimentar. No presente estudo, foi realizada uma compadaggenotipo de resisténcia a ESC

em E. coliisoladas a partir de carnes denfya no Brasil e na Frgg, considerando que ndo ha
relacdo comercial dearne de frangentre esses dois paises. Esta abordagem pode ser util para
compreender as dindmicas dos fatores de resisténcia na cadeia de producéo de frangos. Além
disso, linhagensoladaglo trato gastrointestindke frangos no Brasil foram também estudadas.

Para isso, amostras de carnes de frango de diferentes pontos do sarafisde cloaca de

frangos de trés diferentes fazendas foram coletanl&stado de&SdoPaulqg Brasil. Também,
amostras de carnes de frango de diferentes pontos do varejo de Lyon, Franca, foram amostradas.
As amostras de carne e sabsde cloaca de frangos foram inoculados em agar MacConkey
acrescido com ESC. As colénias foram identificadas gistema automatizado, e a
suscetibilidade aos antimicrobianos foi testada por difosédo. PCR para deteccdo de genes
blaeseL € blapampc € para a determinagéo dos grupos filogenéticds. @eli foram realizadas.

Os genesla foram sequenciados e os ptadeos foram caracterizados pelo esquema PBRT e

por southern blohibridagcdo de géis de PF&HE. Quase todas as carnes de frango
apresentaram, ao menos, uma linhagentdeoli resistente a ESC, e 53,8% dos frangos
analisados também estavam colonizados Rorcoli 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 0 gene
blactx-m-2 foi 0 principal reponsavel pela resisténcia a ESC, inlagrx-v-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 gemdacrx-m-1 foi 0 principal responsavel pela resisténcia a ESC, mas
blatem-s2, blacmy-2 € blaskv.12 também foram detectados. A maioria ddactx-.m-2 estdo
associados a (SR1e a integrons complexos de classe Qlaerx-m-1, blactx-m-15, blacTx-m-ss,

e 0s oitoblacuy-2 do Brasilestdo precedidos pelaH&ol O geneblacTx-m-s esta associado a

IS10. Nas amostras do Brasil, um geblecrx-m-2 € carreado por um plasmideo IncHI2/P,



blactx-m-s por um plasmideo Incll, um geb&crx-m-15 por um plasmideo IncX1, e os genes
blacTtx-m-55 por plasmideos IncFll ou IncN/FIl. Nas amostrasdrnes de frango da Franga, os
genesdblacTx-m-1 sdo carreados por plasmideos Incll ou Ind#ékem-s2 por plasmideos Incll

ou IncX1,blacmy-2 por plasmideos IncA/C ou IncK, e o gdnasnv-12 por um plasmideo Incll.

Todos os quatro principais grupokfienéticos dé. 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 rEsurob,
presentes na cadeia groducéo de frangos carreiam genes de ESBL e de AmpC plasmideal, e
genes, plasmideos e linhagens resistentes a antimicrobianos parecem ser especificos em cad:

regido geogréfica.

Palavraschave:Escherichia coliESBL. pAmpC. frango.



ABSTRACT

Resistance to extended spectrum cephalosporins (ESC) mediated by the production of
extendees p e c t -tactamasds (ESBL) by Enterobacteriaceae is a global public health
concern. In this context, the raise in E&fSistance amortgscherichia colisolated fom 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 wotte, so, it is of utmost
importance to monitor the presence of these bacteria in this food sector. In this study, a
comparison othe resistance genotype to ESCEincoliisolated from chicken meat produced

in Brazil and France was performed, consiggrihat there is no camercial relationship of
chicken meatsetween 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 diffedegtsmar

and chicken cloacal swabs from three separate farms were samtiledState oS&doPaulq

Brazil. In addition, chicken meat samples were acquired from markets in Lyon, France. Meat
samples and cloacal swabs were inoculated on MacConkey agar sugpkmeh ESC.
Colonies were identified by an automated system, and antimicrobial susceptibility was tested
by disc diffusion. PCRs for detection bfaeseL and blapampc genes were performed and
phylogenetic groups were determined. Tdle genes were seqgneed, and plasmids were
characterized by refyping and southern blot/hybridization on-BEGE gels. Almost all pieces

of chicken meat presented at least one E&Stant. coli, and 53.8% of chickens were also
colonized by ES@esistantE. coli. Resistace to phenicols, quinolones, aminoglycoside and
sulphonamides was also detected. A total of 60 strains isolated from Brazilian samples was
studied and thblactx-m-2 gene was the main responsible for the E8€istance, builacTx-m-

55, blacmy-2, blacTx-m-15 andblacTx-m-s were also detected. From 77 strains isolated from chicken
meat samples from France, thlactx-m-1 gene was the main responsible for E®€istance,

but blarem-s2, blacmy-2 andblasnhv-12 were also detected. Most bactx-v-2 were assoeited to
ISCR1and complex class 1 integrons, avldctx-m-1, blactx-m-15, blactx-m-ss5, and the eight
blacvy-2 from Brazilwere preceded by EEpl Theblactx-m-s gene was associated tdllE In
samples from Brazil, ondacrx-m-2 gene was harbored by an IncHI2/P plasrldgTx-m-8 was

carried by an Incll plasmid, oacrx-m-15 was carried by an IncX1 plasmid, and tiactx-

m-s5 genes were harbored by IncFIl or IncN/FIl plasmids. In chicken meats from France, the

blactx-m-1 geres were harbored by Incl1 or IncFll plasmiblsrem-s2 were carried by Incll or



IncX1 plasmidsblacmy-2 were carried by IncA/C or IncK plasmids, and biasHv.12 gene was
harbored by an Incl1 plasmid. All four major phylogenetic groups (A, B1, B2, B3 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 sumigarmgli in the chicken
production chain carry genes for ESBL and plasmidic AmpC, amgsgeplasmids and

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

Key words:Escherichia coliESBL. pAmpC. chicken.
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1INTRODUCAO

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

na cadeia produtora de alimentos

Escherichia colié uma espécie bacteriana pertencente a familia Enterobacteriaceae
(dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe = Gammaproteobacteria, ordem
AEnt er ob adesceberta@&mh &88pelo médico alemdo Theodor Escherich, sendo, a
época, denominadgacillus coli communnéMainil, 2013; PHE, 2015; Shulman, Friedmann e
Sims, 2007) Séo bacilos Gramegativosamplamente distribuidos na natureza, mesofilos
(temperatura 6timde crescimento populacionam torno de 37 °C), pequenalulas com
0,251,0 um de diametro por 2,0 um de comprimgngeralmentecom flagelos peritriquios,
nado formadores de endéspoB@apazes de utilizar a-glicose como Unica fonte de carbono e
energia, sdo anaerdbios facultativos, oxidasgativos, catalaggositivos,podem fermentar
tanto a glicose quanto a lactpeeneste caso, seman producao de acido e gadp utilizam
citrato como fonte de carbonaroduzem indol eéeduzem nitratos a nitritdgBrenner e Farmer
[ll, 2005; PHE, 2015)

E. coli € a espécie predominante entre as Enterobacteriaceae encontradas no trato
gastrointestingTGI) humano e de animaisendo que varios sorotipos sao comen(§aiasar
e Hill, 1974) Como parte da microbiota normal, trazem beneficios ao hospedeiro por
sintetizarem acidos graxos, vitaminas K e do complexaddn d competirem com bactérias
patogénicas por sitios de colonizacadr@ (Drasar e Hill, 1974)

Entretantodiversogpabtipos apresentam uma combinacéo de fatores de viruléncia que
lhes permitencausar infeccddo TGl (enteropatdgenos diarreiogénicas) extraintestinais
(EXPEC, do inglégxtraintestinal pathogenik. coli) (Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Newell
et al, 2010; Russo e Johnson, 200Dgntre essas ultimaasE. coli causadoras de infecgao
urinaria (UPECXyao gande foco de atencAmois podem afetaanto humanos quanto animais
(Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Stapleton12PH4, também, sE. coli patogénicas de aves
(APEC),causadoras de colibacilofeodriguezSieket al, 2005) por vezesonsiderada uma
causadora de infeccéo extraintestinal em humgBtapleton, 2014)De fato, diversosstudos
demonstram a similaridade ena® APEC e as UPEEwerset al, 2007; Johnson, J. Bt al,

2007; Rodriguesieket al, 2005)
A presenca d&. coliem alimentosndica falhas na higiendurante o processamergo

contaminacgao de origem fecal, sendo que elevadas contagens ipdi=ma contaminacao
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por niveis significativosde outros enteropatégendgisel, Linton e Muriana, 1997; Gill,
McGinnis e Badoni, 1996)antopabtipos comensais, diarreiogénicos ou EXPEC podem ser
transmitidos para o homem através do consumo de c@lalesbseret al, 2010; Jakobsen,
Hammerum e FrimoedWoller, 2010; Kaper, Nataro e Mobley, 2004; Leite e Franco, 2006;
Mangeset al, 2007; Newelkt al, 2010; PruimboonrBreeset al, 2000)

Nos dultimos anos, terse observado o aumento nas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos erk&. coliisoladas de individuos com infec¢c@®scomunidade e em hospitais
(Minarini et al, 2007; Teichmanret al, 2014) Paralelamente, aumentam os relatos do
isolamento déE. coli virulentas e resistentes aos antimicrobianos a partir de aves e carne de
frango (Botelhoet al, 2015; Casellt al, 2015; Ferreiraet al, 2016; Johnsoet al, 2009;

Koga et al, 2015; Maciucaet al, 2015; Tadesset al, 2012) Este fato é considerado
consequéncia da selecaolisagensesistentes no trato gastrointestinal dos animais, devido
ao intenso uso de antimicrobianparao tratamentopreventivo oude infecgbes, éambém
como promotorg de cresciment@®nderssore Hughes, 2014; McEwen e FedoiReay, 2002;
Seiffertet al, 2013; Volkoveet al, 2012)

Durante o abate do animal e o processamento para a producdo da carne, bactérias
resistentes dd@ Gl dos animais podem contaminar a carcacga e, posteriormenteadesa
alimentar, chegar adGIl humano(Kilonzo-Nthenge, Rotich e Nahashon, 2018)de atuam
como reservatérios de genes de resisténcia transmissivigisrit@imente para microbiota
humana(Capozzi e Spano, 20Q9u disseminam para outros sitios corporais, causando
infeccdes de dificil trataento(Carattoli, 2008; Prescott, 2008; Prateal, 2007; Ramchandani
et al, 2005; Smeet al, 2010; Soulsby, 2007)

Neste contexto, carnes flmngo sdo consideradas potenciais fontes de EXPEC para
humanogMangeset al, 2007; Manges e Johnson, 2012; Mellata, 2013; Mitehell, 2015)

e a relacdo epidemiolOgica enlithagensresistentes a antimicrobianos isoladas de humanos
e de carnes de frango tem sido demonsiiadimar Campost al,, 2014; Bergeroet al, 2012;
Johnsoret al, 2006, 2009; Johnson, J. &.al, 2007; Kluytmanst al, 2013; Leverstekvan

Hall et al, 2011; Lyhset al, 2012; Mange®t al, 2007; Manges e Johnson, 2012; Poirel,
Bonnin e Nordmann, 2012; Ramchandeairal, 2005; Seifferet al, 2013; Tadesset al, 2012,
Vanniet al, 2014; Vincentt al, 2010)

Diante da possibilidade se carnes seveiaulo para a transmissao de UREeCanimais
de producdo para humanos, foi sugerido que as infec¢des do trato urinario sejam classificadas
como doencgas de origem alimen@idordstrom, Liu e Price, 2013; Ramchandanal, 2005)

e zoonoses(Jakobsenet al, 2012) mas investigacbes adicionais Sdo necessarias para
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guantificar, com precisdo, a sua contribuicdo a essas infebtgdeasoda classificagdo como
doenca de origem alimenta maior ocorréncia das infec¢des seriam devidas a contaminacao
de maos e objetos de cozinha durante o manuseio da carne cruariergmsttaminacao do
alimento ja preparado, ao invés de uma contaminacao direta pelo consumo das carnes cruas,

fato muito raro, especialmente tratargde carnes de frango.

1.2 A resisténcia aosantimicrobianos b-lactamicos

Existem quatro principai€ | a s s elactandces ufilizados na clinichumana
Penicilinas, Cefalosporinas, Monobactamicos e CarbapenéitBcbseider e Sahl, 2010)
Todos® ant i mi dactéanrbcosaaractesizafds € por p o s s wlactamioo u m
(Figura 1), cuja estrutura quimica mimetiza a terminacaal&nhinaD-alanina da cadeia lateral
pentapeptidica dos blocos de peptideoglicano que formam a parede celular das bactérias
(Schneider e Sahl, 201@essa forma, a n elactamico ligase as transpeptidages FBP 1
do inglés Penicillin Binding Proteing, impedindeas de ligarerse ao pentapetideo e
realizarem a ligacdo cruzada das cadeias de glicano e, assim, estabilizar a estrutura da parede
celular Portanto ® | mpr e s s i n dattamecb mantanieese dtegeonpard aduob
corretamenteguja desestabilizacdmnpede a ligacdoalantimicrobiancas PBP(Schneider e
Sahl, 2010)

O s -labtamicos estdo entre os principais antimicrobianos utilizados no tratamento de
infeccdes do trato urindrie infeccdes poE. coli (Guptaet d., 2011) Entretamo, a taxa de
resisténcia a essa classe de antimicroli@moaumentado entre Bscoliisoladas de pacientes
hospitalizadogBergeronet al, 2012; Manges e Johnson, 2012; Teichmeinal, 2014)e de
animais de producéo e carr(@&ergeronet al, 2012; Lyhset al, 2012; Mange®t al, 2007;
Manges e Johnson, 2012)

A transmissao destas bactérias para o homavés da cadeia alimentar tem sido
discutida em varios estud@Belmar Campo®t al, 2014; Carattoli, 2008; Depoortet al,

2012; Frickeet al, 2009; Harada e Asai, 2010; Kluytmastsal, 2013; Leversteivan Hallet
al., 2011; Mangeset al, 2007; Overdevestt al, 2011; Poirel, Bonnin e Nordmann, 2012;
Seiffertet al, 2013; Vieiraet al, 2011)
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Figurali Repr esent a- «0 esquem8tica da -lactdmhicosst ur a

A cadeia | ater al ( R) -l&®tanaicos, bed coend o a;at de tiazoliding,
que também apresenta variacdes entre as classes desse antimicrobianondesie,

i nexistente nos mdantamicaesth @prasentado em vermdlimegeém b
do autor)
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A r esi st aatamices é airn Bnpoftante desafio para a medicina, pois estes

antimicrobianos, principalmente as cefalosporinas de espectro estda8(d) de terceira e
quarta geracOes e os carbapenémicos, constituem as principais escolhasutezapéara o

tratamento de infec¢des graf€oque, Baquero e Cantén, 2008) D e f -ldtamicos sée

b

antimicrobimos consi derados fAcr i émnmedcnahumana quanjpo r t

veterinaria, pela Organizacdo Mundial de SaédmelaOrganizacdo Mundial para a Saude

Animal (OIE, 2014; WHO, 2012a)sso sigifica que eles podem representar a Unica op¢ao, ou

P

C

estar entre um grupo limitado de opc¢6es disponiveis, para o tratamento de infeccées humanas

graves, de infec¢cbes por microrganismos que podem ser transmitidos para humanos a partir de

fontes ndo humanas que possam adquirir genes de resisténdiandes ndo humangg/HO,
2012a)

A resisténcia aos antimicrobiars -ladidmicos ocorre por diversos mecanismis
produ- «o d-lactamases on@irscipab mecanismem Enterobaatriaceae que
desestruttam o anelb-lactamico,impedindo que o antimicrobiancse ligue as PBRBush,
2010)

As b-lactamases sadassificadagpor dois principaisritérios baseadma estrutura
molecdar da enzima(Ambler, 1980)ou em caracteristicas enzimaticdBush, Jacoby e
Medeiros, 1995)A classificacdo dé&mbler divide a s-ladblamases nas classea®, sendo
gque aspertencentes as classesC e Dsao senab-lactamasesyois possueno aminoacido

serina no centrativo da enzima, as enzimapertencenteséasse B sametaleb-lactamases,
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pois sdo dependentes dens Zn*? como cofator paraua atividade (Ambler, 1980) Ja a
classificgdo deBush-JacobMedeirosestabeleces gruposle 1 a 4, com subdivisdes, segundo

O substrato da enzi ma e o0 -laaamése¢Bushd &acolbyrei bi -
Medeiros, 1995)

12. 1 Aastamiases do tipo AmpC

A s -labtamases do tipo AmpC sdo enzimas do grupo 1 de BustbyMedeiros e da
classe C de AmbldAmbler, 1980; Bush, Jacoby e Medeiros, 198 diversasespécies de
Enterobacteriaceae, confitrobacter freundii, Enterobacterspp., E. coli, Hafnia alvej
Morganella morganii Proteusspp., Providenciaspp., Serratia spp. eShigellaspp., essas
enzimas sao codificadas por genes cromossdmicos, sendiipsymoducdo induzivel pela
e X p o s i-lactamicogBrebet al, 1998; Coudron, Moland e Thomson, 2000; Hanson, 2003;
Jacoby, 2009; Paterson, 2006; PéPézez e Hanson, 2002; Yagfi al, 2005) Por exemplo,
emE. coliocorre producéo constante de Amga@ baixos niveis, provavelmente pela presenca
de um fraco promwtor do gen¢Bonomo e Tolmasky, 200/ ntretanto, as variantes codificadas
por genes localizados em plasmideos ganharaimrimportancia, e estas tém sido detectadas
mundialmente em diversas espécies de Enterobacteriaceae nao reconhecidas anteriormente po
hipemproduziremnas(Doi e Paterson, 2007)

As principais AmpQolasmidiais(pAmpC)sdo CMY, MIR, MOX, LAT, FOX, DHA,

ACT, ACC e CFE (Jacoby, 2009) Salvo raras excéges (como CMY37), quando
hiperproduzidas,ssas enzinas sdo capazes de hidrolisar todas as penicilinas, cefalosporinas
de primeira, segunda e terceira geracao, cefamicinas e o aztreonam, € ndo sao suscetiveis ao:
inibidores dash-lactamasegBush, 2001) A variante CMY-37 sempre apresenta atividade
contra ESC, mesmo quando produzida em pequenas quantiianieskodas apAmpC, CMY

€ a mais amplamente disseminada, senddcqueli produtoras de CMY safrequentemente

isoladas de carnes frescas comercializadas nos(Eldkenkopfet al, 2011) e esta enzima €

um dos mais importantes determinantes de resisténcia as cefalosporifrag@iacteriaceae
isoladas de animais de produg¢&ubine Pitout, 2014; Ziogat al, 2008)

Ha poucos angsCMY-2 foi detectada em um clone &almonellaTyphimurium
produtor de OXA30 relacionado a surtos de infec¢do alimentar na Efoganes, Coque e
Peixe, 2010)e a disseminagédo de um plasmideo carreador de-ZbhireE. colie S.enterica
isoladas de diversas fontes foi descrita no Caiflstddasejeet al, 2010) Um estudo com

carnes de frango importadas para a SueaiectbuinhagengdeE. colicarreadoras delacmy-
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2 em carnes importadaprincipalmente de paises europeus, como Alemanha, Dinamarca e
Finlandia, mas também de paises da América do Sul, como Argentina dEjelearret al,
2014) Dhaniji e colaboradores isolardimhagensdeE. colip r o d u t olact@mased EMYb
a partir de carnes de frango importadas de paises da América do Sul para o Reino Unido, mas
nao especifiod se dentre elas estavam amostras de cdm8sasil(Dhanjiet al, 2010)

No Brasil, ja foram isoladadinhagensde E. coli e deK. pneumoniagrodutoras de
CMY-2 a partir de amostras clinicas na cidadé&séde PauldCampanaet al, 2013; Paveet
al., 2008; Rochat al, 2016) Quanto a estudos com animais de producéo noéedgtado o
isolamento de um&. coli produtorade CMY-2 a partir de fezes emebanhode bufalos
confinados para a producédo de leiteParangAizawaet al, 2014) ea presenca dgalmonella
entericacarreadoas degenesblacvwy na cadeigrodutora de frangos no Rio Grande do Sul
(Mattiello et al, 2015)

1.2.2 A s -labtamases de espectro estendido

Apr od u - -tadamdses dé espectro estendido (ESBL) € o principal mecanismo de
resi st °4#actdmécos @nkEscoliffAbreu et al, 2014; Diaset al, 2012; Kassakian e
Mermel, 2014; MacVane, Tuttle e Nicolau, 2014; Minagnal, 2009 Thiebautet al, 2012)

Essas enzimas inativam penicilinas, cefalosporinas de terceira e quarta geracéo e o aztreonam,
mas naccefamicinase séo mibidas pelo acido clavulanicsdo, portanto, responsaveis por
grande parte de falha®s tratamentos colBSC(Gutkindet al, 2013)

As ESBL sao enzimas da classe A de Amblgrupo2be de BusllacobyMedeircs
(Ambler, 1980; Bush, Jacoby e Medeiros, 19@apazes de hidrolisar @slactamicos pela
hidroxila-«o irrever s 2lacté@nico,dngpedindodgacia destéas mi d a
PBP (Bertrandet al, 2006; Bush, 2001; Bush, Jacoby e Medeiros, 1995; Paterson e Bonomo,
2005) comoesquematizadonaFigura 2.

Atualmente, as ESBL #®» entre as enzimas mais comumente descritas em
Enterobacteriaceae isoladasatemais de producgéo e, consequentemente, de datesch
Inderbinen e Stephan, 2016; Sraeal, 2010) NoB r a slactamico$é sdo usados na avicultura
para o tratamento deversasinfeccoegMendeset al, 2013) o que pode resultar na selecao

de Enterobacteriaceae resistente§ Gbdestes animais.
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Em contraste corbactérias resistentesaoatros tipos de antimicrobiangscreditase
gue a resisténcia mediada pela producéo de ESBilase difundido, principalmente, por toda
a comunidadee ndo apenas nas instituicbes de assisténcia a daiskmeret al, 2013) A
colonizacdo de humanos por bactérias produtoras de ESBL tem sido assdeaimdayae
sugerensua fonte como sendo de origem alimerffssreuet al, 2014)

De fato, as principais ESBL encontradasEmoliisoladas de humanos sao as mesmas
produzidas poE. coliisoladas de animais de produ¢&geaet al, 2012; Leversteivan Hall
et al, 2011; Wanget al, 2013) Este fato ilustra o movimento dos genes de resisténcia de
animais para seres humanos ou wieesa(Bertrandet al, 2006; Cloeckaeret al, 2007;
Hernandezt al, 2005)

Diversas familias de ESBL ja foram descrifagM, SHV, CTX-M, SFO, BES, BEL,
TLA, GES, PER e VEB)Bush, Palzkill e Jacoby, 201%tualmente, as CTM saoo tipo
mais prevalente e encontrasa disseminadas mundialme(@antdn, GonzéaleAlba e Galéan,
2012; Paterson e Bonomo, 2005; Pitout, 2008; Tathatl, 2006) Essas enzimas téanlo
relatadas,com bastante frequéncia, éfncoliisoladas de humanos e de animaip@lucao
(Bonnet, 2004; Egervaset al, 2014; Ferreirat al, 2014a; b, 2016; Fischet al, 2014; Geser,
Stephan e Hachler, 2012; Grasti al, 2013, 2014; Hawkey, 2008; Huijbees al, 2016;
Lahlaoui, Haj Khalifa, Ben e Moussa, Ben, 2014; Leverstaim Hallet al, 2011; Michaekt
al., 2016; Naas, Poirel e Nordmann, 2008; Olseal, 2014, Sidjabat e Paterson, 2015; Smet
et al, 2008; Tiaret al, 2009; Wanget al, 2013; Woertheet al, 2013; Zurfluhet al,, 2016)

Com relagéo a outras ESBL, na Alemanha e na Holanda, dois estudos independentes
isolaramE. coli produtoras de SH2, SHV-12 e TEM52 a partir de carnes de fran@@ohen
Stuartet al, 2012; Kolaet al, 2012) Na Espanha, Ojddsoz e colaboradores isolar&ncoli
produtoras de SH\N2 de carnes do varej@jer-Usoz et al, 2013) Ainda na Espanha
identificourse SHV-12 como a ESBL mais frequente em carnes de frango e de peru, estando,
também, hstante disseminada entre Bs coli causadoras de infeccbes comunitarias e
nosocomiais no pa(gEgeaet al, 2012) Também, ESBL do tipo TEM e SHV foram detectadas
em frangos aparentemente saudag®@isenet al, 2014) Diversos outros estudos apontam a
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presenca de TENI2, TEM-126 e SHV12 em Enterobacteriaceae isoladas de de@psodu;do
naEuropaBrifiaset al, 2003; Cloeckaest al, 2007; Geser, Stephan e Hachler, 2012; Hasman
et al, 2005; Machadet al, 2008; Riafiet al, 2006; Smeet al, 2008)

1.2.3 As enzimas CTxM

As enzimas CTXMrecebean est e nome devido ~ sua at.i
seja, degradama@ae f ot a x i-lantAmicp nefalodporina de terceira geracdo), e por terem
sido detectadas, pela primeira vez, em Muniquéleaanha, em 18 (Bauernfeind, Grimm
e Schweighart, 1990piferentemente de enzimas TEM e SHV, todas as-®M&m perfil de
ESBL (Zhao e Hu, 2013Essafamilia de enzimagem comoorigem genes de cefotaximases
intrinsecosou seja,codificados por genes cromossémicos, Koyveraspp, um género de
Enterobacteriaceae encontraw solo, ambientes ou como comengRisdriguezt 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, algumasMC&Xibem eficiéncia
elevada contra a ceftazidinjBonnetet al, 2001; Poirekt al, 2001; Poirel, Gniadkowski e
Nordmann, 2002; Zhao e Hu, 2013)

Atualmente, o nimero de variantes de CGNé de organismos carreadores dos genes
temaumentado drasticamente, tendo sido identificaddvdriantesda enzimgde CTXM-1
a CTX-M-182), de acordo com ultima atualizacdo do gite, atualmente, gere esses dados
(ftp://ftp.ncbi.nIm.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allelg.t&h nimero de vaaintes nao
corresponde ao de finome sipas segéaciaede anminoaidos geo r  C
CTX-M-14 e CTXM-18, CTXM-55 e CTXM-57, CTXM-2 e CTXM-97, e CTXM-3 e
CTX-M-133 séao idéntica@Bush, Palzkill e Jacoby, 2015)ii) as enzimas CT>M-76, CTX
M-77, CTXM-78 e CTXM-95 sdo cefotaximases intrinsecas codificadas no cromosimo
Kluyveraspp., e, pdanto, ndo sdo consideradas como pertencentes a familidMQZKao e
Hu, 2013) CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-15, CTX-M-25 e CTX-M-37 sao
exemplos denzimageralmentenediadas por plasmidegeetambém ja foram detectadas no
cromossomo eEnterobacteriaceaemum movi ment o chamado de fiin
s e c u n (F&reiiast @, 2014b; Garciat al, 2005; Haradat al, 2012; Mshanat al, 2015;
NavonVeneziaet al, 2008; Songet al, 2011; Zhao e HI013)

Baseado na arvore filogenética das sequencias de aminodacidos, as enzimas da familia
CTX-M séo divididas enseis ousete grupogde acordo com a classificacaolja diferenca
entreosgrupos® O 10% de res2duos de apmiadiferéncaddsos e
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res2duos ® O 5(% éeMnetrale@Gi3sZha B Hu, 203Atualmente, duas
classificagbes dos grupos de GWKdivergem ligeiramenteRjgura 3). De acordo com
D6ANndr ea e quedistribweem asdCd¥ ensseis gruposestessdo nomeadode
acordocoma fAenzi ma t i pGIR-Md4d,E&T>M2 @QTX-H+BLCHOM-9, CTX-

M-25 e KLUC, com as enzimas CTM-45, CTXM-64, CTXM-123 e CTXM-132dexadas

de fora dos grupos por serem variantes que exibem uma estrutura hibrida entre duas enzimas
( D6 A netlal,2@L.3) Ja& Zhao e Hu distribuem as CNKem sete grupos, de acordo com a
enzima que aparece na posicao cemaadrvore filogenéticde cada grupaCTX-M-2, CTX-

M-3, CTX-M-8, CTX-M-14, CTXM-25, CTXM-45 e CTXxM-64 (Zhao e Hu, 2013)

Em relacdo a presenca das enzimas -®TXa cadeia de producdo anin@liblicacdes
demonstram a importancia de manter estudos de vigilancia neste setor em todo oEmundo.
coli produtoras de CT>M tém sido detectadas em carnes el de animais, inclusive no
Brasil (Botelhoet al, 2015; Carattoli, 2008, 2013; Case#ial, 2015; Dhanjiet al, 2010;
Egervarnet al, 2014; Ferreiraet al, 2014a; b, 2016; Fischet al, 2014; Geser, Stephan e
Hachler, 2012; Gramet al, 2013; Madecet al, 2008, 2012Smetet al, 2008; Tianet al,

2009; Warreret al,, 2008) LinhagengleE. coliprodutoras de CT»M-2, uma ESBL endémica

no Brasil(Minarini et al, 2009; Rocha, Pinto e Barbosa, 2016; Tollenéhal, 2011) foram

isoladas de peitos de frango importados do Brasil para o Reino Unido e para g [Shewjia

et al, 2010; Egervarret al, 2014; Warreret al, 2008) Na TunisiaE. coli carreadoras de
blactx-m-1 foram isoladas de frangos, onde uma importante parcela da populagéo é colonizada
por estas bactérig&ramiet al, 2013) Na HolandaE. coli carreadoras do ger#acrx-m-1
foramdetdadas em humanos, aves domésticas e carnes de (tavgosteinvan Hallet al,

2011; Overdeveset al, 2011) Em um estudo subsequentes pesquisadores holandeses
obsenaram grande similaridade genética entre EBscoli 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{8kstmanset al, 2013)

Figura 37 Arvores filogenéticas da familia CTM criadas a partir de duasassificacbes
distintasa)A cl assi fica-«o0 de DO6ANndr eMemseiscgupos b or a
nomeados de acordo com a fienzima tipoodo de
cada braco da arvore reflete o nUmero de variantes aldkoa® de cada grufoD 6 Anetl r e a
al., 2013) b) A classificacéo de Zhao e Hu distribue as GW>em sete grupos, nomeados de
acordo com a enzima que aparece na posicao central de cada grupo na arvore filogenética; os
tamanhos dos bracos da arvore foram desenhados em escala e sdo proporcionaisdequantida
de diferencas entre os residuos de aminoacidos. As barras de escala de 0,05 e 0,005 representat
5% e 0,5% na diferenca de residuos, respectivaniémé® e Hu, 2013)
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Recentemente, Geser e colaboradores descreveram o papel de animais de producdo
como reservatorios de Enterobacteriaceae produtoras deMC{eser, Stephan e Hachler,
2012) e diversos estudos relatam o isolamento destas bactérias a partir de amostras. de carnes
Na FrancaSalmonellavirchow produtora de CT>M-9 foi isoladade animais de producéo e,
posteriormente, de fezes de uma crianca com gastrenféfddl et al, 2004) Riafio e
colaboradores descreveram o isolamentdirdeagensprodutoras de CTM-9 a partirde
carcacas de frango na Espanha, onde esta earataanbém prevalente elimhagendsoladas
de humanog(Riafio et al, 2006) A enzima CTXM-15, a maisdisseminada entre as
Enterobacteriaceae isoladas de humatamsbém j&oi detectada eri. coliisoladas de aves
domésticasna Bélgeca (Smetet al, 2008) e suinosna ChingTian et al, 2009)

Dois estudosio Reino Unidorelataramque peitos de frango importados do Brasil
continhamE. coliprodutoras de CTM-2 (Dhanjiet al, 2010; Warrert al, 2008) uma ESBL
comumente detectada dmspitais brasileiro@Minarini et al, 2009; Rocha, Pinto e Baosa,

2016; Tollentincet al, 2011) além @& CTX-M-8 (Dhanjiet al, 2010) Alguns anosnais tarde,
novamentea carne de frango produzida no Brasil, desta vez exportada para a Suécia, foi
colocada em evidéngipor conterE. coli carreadoras delacTx-m-2 ou blactx-m-s (Egervarnet

al., 2014) Ainda, no Brasi| a produgéo de CTX¥1-2 porE. coli e SalmonellaTyphimurium
isoladas de frange seu ambient®i relatada(Fernande®t al, 2009; Ferreirat al, 2014b,

2016) Além disso, em urnutroestudono paiscomSalmonellaentericaisoladas de amostras
clinicas humanas, animais, racdo animal e alimentos, foram identificados genesdurddica

de CTX-M-8 e CTXM-9 (Peiranoet al, 2006) Recentemente, estulalescreverano
isolamento dlinhagensde Enterobacteriaceamrreadoras delactx-m-2, blactx-m-g ou blacTx-

m-15s em carnes de frango no Brg®8btelhoet al, 2015; Casellat al,, 2015; Kogaet al, 2015)

1.3 Ambiente genético deéblactx-v € sua mobilizacdo

Diverscs relatos do aparecimento repentino das mesmas enzimas em paises distantes
ndosomente em espécies de Enterobacteriase@épu a ideia de emergéncia independente
dessas enzimas, bem como a de uma disseminacdo extremamentfOapidia, Gonzalez
Alba e Galan, 2012}-oi,entaq proposto queiversos fatorepodeminfluencia a emergéncia,

a manutencdo e a disseminacdo das -®Mo0 mundg sendo autilizacdo prévia de
antimicrobianos e a internagdo em instituicbes de assisténcia a saude, bem como fatores
ambientais, apenas algumas das explicacfes para esse fer{@aetim, GonzaleAlba e

Galan, 2012)Outros fatores mais intimamente relacionados a globalizacdo dessas enzimas
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seriam a ligacdo dos genddactxvm a plataformas gréticas altamente modveis, como
plasmideogonjugativosransposonssequéncias de insercdo, integrensnais raramente, a
elementos relacionados a bacteriéfagos, alértainbém, esses elementos genétic@sernt
relacionados a clones bacterianos que apresentam grande sacassalisseminacdo, como

nos ca&os déE. coliST131 edaKlebsiella pneumonia8T258(Barlow et al, 2008; Canton e
Coque, 2006; Canton, Gonz&ldad ba e Gal 8n, 2012; Caetalf t ol i
2013; Oliveret al,, 2005; Zhao e Hu, 2013)

As sequéncias de insercdo (IS) desempenham trés funcdes masibastéria:i)
codificam a transposase, responsavel pela mobilidade de um elemento genéicecem
promotores que ativam genes silenciados ou aumentam a expressao digesegam
elas, eiii) movem o0s genes ligados a elas entre integrons, transposonsjdptzs e
cromossomos, aumentando, assim, a oportunidade de um gene de resisténcia em se tornar
transferivel(Zhao e Hu, 2013)AlgumaslS, como a I€R], estdo adjacentes a estruturas de
integrons, queeddo, também, integrados em unidadeaioresde transposicagCanton,
GonzalezAlba e Galan, 2012)AIlgumas dessas unidades de transposi¢cao carreiam genes de
resisténciaa outras classes de antimicrobianos, o que pode, também, favorecer a manutencao
dosblacTx-m na populagéo por processos desetecadCanton, GonzaleAlba e Galan, 2012)

Tém sidodescito novos arranjos genéticos associados aos fpmeas-vm, que, segundo
andlises adicionaiseriamvariacdes dealgumas estruturas genéticg@hanji et al, 2011;

Eckert, Gautier e Arlet, 2006; Lartigue, Poirel e Nordmann, 2004; Toleman e Walsh, 2011)
Lartigue e colaboradores demonstraram experimentalmente a mobilizac@tacaew
localizado downstreama 1SEcpl (Lartigue et al, 2006) Como as IS fornecem um forte
promotor para a expressao giene que sacompanhaos estudogsentamdesvendar a regiao
upstreamdos blactx-m, enquanto pouco se sabe sobre a red@enstreamdesses genes
(Cantén, GonzaleAlba e Galan, 2012As principais IS identificadas ligadas a gebhkEg1x-

v séo I1Ecpl, ISCRY, IS10 e 126, com destaque para as duas primgiGanton, Gonzalez

Al ba e Gal §8n,etd, @2 Zhaokdd 2013) e a

Como dito anteriormente, o movimento de genes mobilizados entre cromossomos e
plasmideos pelas Ifotencializaa 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, a

mesmo, entrgéneros diferentgZhao e Hu, 2013)
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1.3.1 Plasmideos: caracteristicas e associacdo cblacrtx-m

Plasmideos sdo, normalmente, classificados pelo seu grupcodgatibilidade (Inc),
definido como a incapacidade de dois plasmideos de um mesmo Inc permanecerem estaveis
dentro de uma mesma célula bacteri@avick, 1987; Novicket al, 1976) Os grupos de
incompatibilidade sdo definidos de acordo conreplicon basico de um plasmideo. A
replicacdo autbnoma dos plasmideos é contagladeleproprio, e determina o0 seu nimero de
copiasdentro da célula hospedeira. Os genes e sitios relaciceglnlcacdo autbnoma (dentre
eles, genesep, que codificam proteinas necessarias ao controle da replicacdo) constituem o
repliconbasico de um plasmidéGouturieret al, 1988)

Sdo conhecidos29 grups de incompatibilidade entre os plasmideos de
Enterobacteriaceae: IncA/@cB, IncD, familia IncF (de | a VI), familia IncHI (1, 2 e 3),
familia Incl (1,2 e 9), IncJ, IncK, IncL/M, IncN, IncO, IncP, IncS, IncT, IncU, IncV, IncW,
IncX, IncY ecom9 porém,A/C, B/O, familiaFl (A, B eC), FllI, HI1, HI2, I1, K, L/M, N, P,

T, W, X (1 a 4)e Y sdo os principai€Carattoli, 2009; Couturieet al, 1988; Novicket al,
1976; Zhao e Hu, 2013)

Por vezes, a definicao do Inc de um plasmideo tserdificultada devido a presenca de
mais de unreplicon em um mesmo plasmidg@outurieret al, 1988) Esss quimeras de
plasmideostambém chamados gdasmideosimultirreplicon® oufi h 2 s daa formadas
pela recombinacédo de dois plasmideos distid®merganismos originalmente incapazes de
trocar elementos genéticgblovick, 1987) A presenca de maide umreplicon em um
plasmideo pode favorecer o processo evolutivo dele, permitindo queplicon divirja e,
eventualmente, produza umplicon com novas especificidades e funcionalida@@sazzani
Chaldi, Gabant e Couturier, 1997uando um célulahospedeira contel® um plasmideo
multirreplicon adquire um novo plasmideocontendo um dogeplicons ja presente no
plasmideo multreplicon esten&o seréexpulso da célulaporque a presenca dmgundo
repliconfuncionalno plasmideanultirreplicontoma o controle da replicagdmpedindoque
sejaexpulsoda célulaCouturieret al, 1988)

Plasmideos mitirreplicons sadoastante comms na familia F(Couturieret al, 1988)
mas outras combinacdes ja foram detectadas, como um plasmideo hibrido IncA/C e IncR em
umaProvidencia stuartiisoladade um pacientaa GrécigDrieuxet al, 2013) um plasmideo
multireplicon Ind\N/F em umaE. coliisolada de fezes de suinos na S#@afluh, Jakobiet
al., 2014) e plasmideos hibridos HR emlinhagensdeE. coli e Salmonellade aves de corte
na Bélgica e na Holand®ierikx et al, 2010; Doublett al, 2014)
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Plasmideos também desempenham um papel extremamente importante para a
disseminacdo de genétactx-m. Por exemplo, a disseminagcdo mundialbiBe-tx-m-15 €sta,
principalmente, associada a plasmideos do grupo de incompatibilidd@eglieet al, 2008)
um tipo de plasmideo muito associado as Enterobacterjsaqsesgar de ndo abrangerem uma
grande gama de hospedeiresapresentam pequena quantidade de copias dentro daabactér
(Carattoli, 2011) Por outro lado, plasmideos que ammgem uma grande quantidade de
hospedeiros distintos, como IncN, Incll e IncL/M, também estao relacionados a disseminacao
deblactx-m (Canton, Gonzalealba e Galan, 2012; Catati, 2013) Muitos deles parecem ter
seus reservatorios em animais, uma vez que foram detectados em bactérias isoladas a partir de
animais de producgdCarattoli, 2011, 2013)s mostraa habilidade desses plasmideos em
recrutar genes de resisténcia, assim, ausneiotsuss prevaléncia e persisténcia nas bactérias
(Cantén, GonzaleaAlba e Galan, 2012)

Plasmideos IncA/C, IncFll, Incll e IncL/SBoc onsi derados fApand®m
que sdo detectados em diferentes paises e em diferentes bactériasdedagans distintas.

Sua ocorréncia parece estar fortemente ligada a selecdo g@sidrwcida pelo uso de
antimicrobianos, com prevaléncia aumentada quando congmraibservado em populacdes
bacterianas que nao foram previamente seleciorfddasson, T. Xkt al, 2007; Lindseet al,
2009;Sherley, Gordon e Collignon, 2003)

1.3.2 Tamanho molecular dos plasmideos de resisténcia

Outra caracteristicalos plasmideosque portam genesle resisténcia, estudada
conjuntamente aos grupos de incompatibilidade, seu tamanho molecul&lasmideos de
tamanhomolecular muito elevado (a partle, aproximadamente, 100 kbdo se separam
facilmente do DNA cromossdmico quando submetidos a eletroforese convencional (somente
uma direcdo de campo elétrico). Sua forma circular fechada sapelata migra muito
lentamente na eletroforese em gel em campo puls&IGE (direcbes alternadate campo
elétrico) e as formas circulareganto afirelaxada quanto afabertaem um ponto deguebra
(do inglés,nicked opertircular), permanecem presas nos plugues das amo#issan,
somente as formas lineares migranecisamentele acordo cono seu tamanho, podende
comparar a uma escala@nanhanolecular padra@Barton, Harding e Zuccarelli, 1995)

A nuclease S1, extraida d&spergillus oryza, € a Unica enzima eficaz contra
plasmides na forma superenoveladagis possui uma acéo autolimitada e gera poucos cortes

no DNA cromossdmico. Essas caracteristicas sdo consequéncias da sua especificidade por
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acidos nucleicos ndo pareados. Em plasmideos superenovelados negativamente, regides
trarsitoriamente desnaturadas sensiveis a acdo da S1 ocorrem como resultado da tensdo de
torcdo na molécula. Depois que uma fita é cortada, a enzima S1 pode clivar a fita intacta oposta
a quebra inicial devido a falta de terminacdes no ponto de quebra dividaala de reparacao

de emparelhamento de bases € dimin(@&mond, Vogt e Hirt, 197450b essas condi¢cdes,

a enzima tem pouca atividade em DNA fita dupla linear, mas conseguerteormplasmideos

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 un@piacado detectaveis

apos eletroforese como bandas em um fundo fraco de @bdlAosémico clivado (Barton,

Harding e Zuccarelli, 1995Portantg a enzima S1 é utilizada consensualmentestudo do

tamanhadosplasmideos portades de genes de resisténciasbactérias.

1.3.3 Genes de localizagdo cromossémica

Muitos genes d&SBL plasmidiaistiveran sua origem no cromossomo aie outro
microrganismeo que nao é diferente pdiactx.m (Rodriguezt al, 2007) e a suaeinsercao
no cromossomo bacteriano podeorrer por ii Nt egr a- « o0 cromess!m
principalmente mediaxpor transposon&hao e Hu, 2013)

Paraestudar a localizacdo cromossémica dos genes de resistétic@se a enzima |
Ced, isolada deChlamydomonas eugametasijo sitio de restricdo no DNA refese a uma
sequéncia de 2tucleotideos, diferentemente das enzimas de restricdo convencionais, com sitio
de restricdo de 6 nucleotidghsu, Hessel e Sanderson, 1998)enzima +Ceu reconhece seu
sitio de restricdo apenas ngeralmentesetg genesrn, que constituem o RNA ribossémico
(rRNA) e, dessa forma, o cromossomo bacteriano é clivad@etd fragmentos, que variam
de tamanho de acordo com as variagdes cromossomicas dénbadgm (Liu, Hessel e
Sanderson, 1993 om isso, genes de localizacdo cromossdmica sdo detectados em um dos

fragmentos gerados ap0s restricdo cebell.
1.4 Classificacédode E. coli em grupos filogenéticos
A espécieescherichia colcompreendénhagensomensais que habitamnintestino de

muitos animaisjncluindo frangos e humanos, e linhageesmoE. coli diarreiogénicase

EXPEC, que podem causar uma grande variedade de d¢€terasont, Bonacorsi e Bingen,
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2000; Pasqualet al, 2015) Analises filogenéticas de divers&s coli mostraram que as
linhagens estdo distribuidas em quatro principajsupos, os grupos filogenéticos (ou
Afil ogr upos qDounithet aB 2012) lBa8ead® nalpresenca ou auséncia dos genes
chuAeyjaA, e do fragmento de DNA TspE4.Q2lermont, Bonacorsi e Bingen, 200@) gene
chuAcodifica uma proteina que auxilia no processo de transporte de grupos heme em EHEC
0157:H7, enquanto que a funcdo do ggaé ainda é desconhecid&lermont, Bonacorsi e
Bingen, 2000) O fragmento TspEC2 foi caracterizado como possivel codificador de uma
esterasdipase(Clermontet al, 2013)

As andlises filogenéticas também demonstraramlighagensque causam infeccdes
extraintestinais pertencem, principalmente, ao filogrupo B2, e em menor quantidade, ao
filogrupo D, enquanto que a maioria diishagenscomensais pertence ao filogrupo A
(Clermont et al, 2013; Clermont, Bonacorsi e Bingen, 20Q0Qjnhagens dos grupos
filogenéticos B2 e D frequentementerreéam determinantes de viruléncia ausentes em
linhagengdos filogrupos A e B{Valentinet al, 2014)

Diversos estudos mostram a variacdo de predominancia dos filogrupBs adi
isolachs a partir de carnes ou carcacas de frangos e dagie®sEstudos com carnes de aves
apresentaram prevaléncia do grupo filogenético B1, na K@leodousiet al, 2015) do
filogrupo A, na Espanh@&geaet al, 2012) e do filogrupo D, na Finlandigyhs et al, 2012)

Estudos com carcacgas de frango apresentaram prevaléncia do filogrupo A, nXCleinal.,

2014) e de B1, no BrasilKoga et al, 2015) J& Huijbers e colaboradores detectaram
prevaléncia dos grupos filogéticos D e A em amostras de cloaca de frangos de corte na
Holanda(Huijberset al, 2014) Com excessao do estudo de Xu e colaboradisen todos

0s demais apresentaram uma taxa bastante baixa do filogrupo patogénico B2 entre as amostras.

Em relacdo a€. coli isoladas de as de corte, diferentemente das associadas a
humanos, ndo ha um concenso na associacao entre o grupo filogenético e a capacidade de cause
infeccdes, sendo que diferentes estudos com APEC relatam resultadossyqnadvezes,
relacionando os filogrupo®m determinados sorotip@Basqualet al, 2015)

1.5 Tipagem molecular deEscherichiacoli

A principal funcdo da tipagem molecular é a determinacao da relacdo entre clones de
microrganismos de uma mesma espécie. Atualmentasvtédnicasbaseads na andlise do
DNA estao padronizad. Entre eds,a PFGE (lo inglésPulsed FieldGel Electrophoresisea
MLST (do inglés,Multilocus Sequence Typinhtem sido amplamente utilizagl permitindo a
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identificacdo de fontes e rotas de infeccao e o reconhecimelmbagensvirulentas(Ranjbar
et al, 2014)

A PFGE é um método com alta capacidade discriminatéria, baseado na comparacao do
padrdo de bandagpodseletroforese m campoel étrico pulsado, que correspondem a grandes
fragmentos do genoma obtidagos a digestdo com enzimas de restiitaaoveret al, 1995)

A MLST é baseaa na andlise de sequéncias do DNA, ddéi ap6s a amplificacdo de
(geralmente sete)eneshousekeepingonservados na espécie, para a criacdo de um perfil de
alelos owsequence typsT) (Maiden, 2006; Pérekosadeet al, 2013) Enquantca PFGE tem

sido utilizachem estudos epidemioldgicos localizados, para a comparaébatgenssoladas

em programas de vigilancia locais e em periodos de tempo mais abfloST & geralmentg
aplicach em estudos de epidemiologanplos,permitindo comparalinhagensvirulentas e
resistentes aos antimicrobianos isolagtasundotodo (Ranjbaret al, 2014)

Em 2008, foi identificado um clone pandémicoklecoli, identificado como ST131,
que apresenta grande viruléncia e capacidade de causar infecgfes extraini@dtolas
Chanoine, Bertrand e Madec, 201B}¥te clone € o mais bentwdado, e tem sido encontrado
com grande frequéncia tanto em humagoantoem animais domésticos e de producéo, e
varios estudos sugerem a transmisséste patdégenvia cadeia alimentgpelo consumo de
carne de frang(Ewerset al, 2012; Johnsoat al, 2012; Moreet al, 2010, 2013; Plateét al,
2011) Além do clone ST131E. coli pertencentes a outras ST tém sido descritas tanto em
frangos quanto em human@dalutaet al, 2014; Moraet al, 2013)

No Brasil, pouco se conhece sobre a diversidade genétitacdéisoladas de frangos
e carnesApenas tabalhos mais recentes relatam o isolamentl.dmli ST10, ST48, ST93,
ST95, ST117, ST155, ST363, ST453, ST1011, ST2392309 e ST2928m frangogFerreira
et al, 2014a; b; Rojast al, 2014) Outro trabalho, no Brasil, relatou as novas ST433Ek
ST413941, em APE(QMalutaet al, 2014) Ainda, o referido estudo encontrou a ST2494 como
a mais frequente em APEC, seguida $orl17, ST345, ST98 ST616 e queST10, ST88,
ST93, ST117, ST131, ST155, ST359, ST&4BT1011eram compartilhadas entre linhagens
de APEC e de ExXPEC isoladas de huasdMalutaet al, 2014) mais uma vez, indicando a

relacéo atreE. colipresente em aves de corte e as causadoras de infiedgdnem
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos dactérias patogénicas €, atualmente, um dos
maiores problemas de saude publica no mundo, pois causa insucesso terapéutico, o que resulte
no aumento dos periodos de internacdo hospitalar, das taxas de mortalidade e dos custos dg
assisténcia a saudeoward, Hopwood e Davies, 2014ifdut, 2008; Sostariclkt al, 2008)

Sendo assim,@disseminacdo dehagengesistentes e de genes de resisténcia a diversas classes
de antimicrobianos resulta na limitacdo das opc¢des terap&wiie3, 2011)

Neste contexto, notse 0 crescimento da importancia das Enterobacteriaceae resistentes
aos antimicrobianosm saude publica, ao mesmo tempo em que sua presenca em animais de
producace carnes, e a transm# para o homem através da cadeia alimeétasitio discutida
com crescente frequéndiBotelhoet al, 2015; Carattoli, 2008; Donadsodoyet al, 2012;

Dutil et al, 2010; Ferreiraet al, 2016; Frickeet al, 2009; Gyles, 2008; Koget al, 2015;
Koningsteinet al,, 2010; Layton e Galyov, 2007; Marshall e Levy, 2011; Maeingl, 2011;
Whichardet al, 2010)

Sendo assim, a pesquisa sobre a resisténcia aos antimicrobianos na cadeia produtora de
alimentos tem sido estimulada, visando gerar conhecimento saliversidade de espécies
bacterianas resistentes, 0s mecanismos de resisténcia apresentados por comensais e patdégenc
e as formas de transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias da micrdi@btdeno
humanos e de animgi8PUA, 2002)

A vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos em bactérias zoonéticas e comensais de
diferentes animais de producéo e de carnes derivadas destes amienaigrémamportancia
(Lammie e Hughes, 2016; WHO, 2011, 201Zkgta necesidade é justificada por questdes
comerciaise de saude publica, pois carnes apresentam caracteristicas intrinsecas ideais para a
multiplicacdo bacteriana, e sdo os principais alimentos responséveis pela veiculacdo de
patogenos ao homefftCMSF, 2005)

Assim, ®mo oBrasil € o maior exportador mundial de carde frango, e apresenta um
consumo domeéstico que esta entre os maiores do mundo, e permanece em constante
crescimento (USITC, 2012) o monitoramento da resisténcia em Enterobacteriaceae
provenientes de frangos e carnes de frango reeekssencial para o paide fatq estudos
realizados com carnes ou carcacas de frango no Brasil deteBacaticarreadoras de genes
de resisténcia a antimicrobian@otelhoet al, 2015; Casellat al, 2015; Kogeet al, 2015)
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3. OBJETIVOS

b)

d)

Conhecer e comparar o perfil de susceptibilidade a antimicrobagmesentado pdt.
coli isoladas de amostras de carnes de frango comercializadas para o consumo humano

em Sao José do Rio Prét®rasile em Lyon Franca;

Conhecer o perfil de susceptibilidade aos antimicrobiapmesentado poE. coli

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

Estudar a relacaolonal entre as linhagens isoladas no Brasirgre as linhagens

isoladasa Francga;

Identificar genes d&SBL e pAmpCem todas as linhagens &e coli isoladas de
amostras de carnes de frango e do TGl de frangesapresentamesisténcia as

cefalosporinas de espectstendido

Estudar o ambientgenéticce os plasmideos carreadodes genede ESBL e pAmpC

detectados;

ClassificarasE. colide acordo com ogrupos filogesticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento, identificacdo e manutencdo dEscherichia colia partir de carnes de

frango do Brasil

Para avaliar a presenca Hscherichia coliresistentes &SC em carne de frango
destinadas ao consurhamanono Brasi| cincoamostras de carmesfriada foranmadquiridas
em cinco pontos distintos e aleatorios do varejo do municipio de S&do José do Rid BReto
Brasil, durante o periodo de junho a setembro de 28%4dmesmagoram transportadas em
caixastérmicas (temperatura entreld °C) para cCentro de Investigacdo ddicrorganismos
da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Reéb-FAMERP).

As amostras deoxas de frangdoram esterilmente fracionadas em pedacos de 25
gramas, adicionadas em sade/hirl-Pak® (Nasco) contendo 225 mL de Agua Peptonada
(Oxoid) (Leversteinvan Hallet al, 2011)acr esci da de cef ot axi ma (
(16 e©€g/ mL), homogenei z a-@@herasde acondo eolm asdregtedosa 3 7
recomendados pel o ABacteriol ogical AMsal yti
concentragdes dos antimicrobianos fordeterminadas de acordo com lwsakpointspara
resisténcia descritos peldii@cal andLaboratoryStandarddnstitute(CLSI, 2014)

Aposo periodo de incubacéo, o caldo de culfaraemeado diretamengem diluicdes
102 e 10* em agar MacConkey (Oxoid) com as mesmas concentra¢des de antimicrobianos
anterior, e incubadas a 37 °C por2Bhoras. B 5 a 1Qcol6niascom morfologiatipica deE.
coli T geralmentelactose positivas (rosas) e secas, com precipitacdo de sais biliares ao redor
da col6nia (halo réseo ao redor da colpd@a 23 mm de diametr@PHE, 2015; Zimbro et al.

2009) i foram purificadas em nav placa contendaagar MacConkey com a mesma
concentracdo do antimicrobiano da qual foram originariap@s incubacaa 37 °C por 180
horas,inoculadas em agar CPS (bioMérieux) patantificar as linhagengertencentes a
espécieDe acordo com o fabricante, coloniasabloracdo roseamarronzadas sao indicativas

de Escherichia coli e a sensibilidade e especificidade deste meio foram recentemente
comprovadagMeddebet al, 2014; Payne & Roscoe, 20138inda assim, toas as linhagens
selecionados para o estudo foram identificados por métodos bioquimicos automatizados, com
auxilio do equipamento VITEK2 CompactigioMérieux).

Todas as linhagensoram mantidos em colegéo daltura a-80 °C noCIM-FAMERP.

Para tal, uma col6nia isolada obtida das placas de agar MacConkey aaesmtbtaxima (4
eg/ mL) ou ceft dorcultd/adanenca(l d6o eBH/ImWL )i Br ai n Heart
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a 37 °C por 1618 horas. Apos este temp0,8 mL da culturdoi transferido para criotubos
estéreis contendo 0,2 mL de glicerol 50% estéril, a fim de se obter uma concentragéo final de
10% de glicerol, ideal para a preservacéo de culturas microbianas por periodos prolongados

(Madiganet al, 2014) Para cadinhagem o armazenamenfoi realizado enduplicata.

4.2 Isolamento, identificacdo e manutencdo d&. coli a partir de carnes de frango da

Franca

Para avaligdo ch presenca dE. coli resistentes 8SCem carne de frangalestinadas
ao consumo humarmoduzidasia Frangagd8 amostras de carmesfriada foranadquiridasle
quatro diferentes produtores durantéubuo de 2015 a janeiro de 20@mpre observando a
nao repeticdo dos lotes de cada amostvananicipio deLyon, FrancaAs mesmas foram
transportadas diretamente Unité Antibiorésistence et Virulence Bactérienr{éd/B) da
Agence Nacionale de S®curiltt&@&nSamionaiemende e
(ANSES.

Cada amostra de carne foi esterilmente fraciomadauas porcéesle 10 gramase
adicionadas emam frasco de vidreontendalOO mL decaldo BHI(Oxoid) e em outro frasco
com BHlacresailo de cefotaximaZe g / mAmpos os inéculos foram incubadas7 °C por
18-20 horas O procedimento foi padronizado ap6s modificagligsrotocolo para isolamento
deE. coliprodutoras de ESBL, AmpC e carbapenemases a partir de carnes(ffesraaret
al., 2015)publicado peldiDTU Food National Foodnstitute, integrante do European Union
Reference Laboratory

Aposaincubacio, @aldo BHI foisemead@m agar ChromI® ESBL (bioMérieuy) e
incubado @7 °C por 1820 horaso caldo BHIlacrescido com cefotaxima foi semeado em duas
placas deagar MacConkeySigmaAldrich), também acrescido com cefotaxirftac g / mL )
sendo umancubac a 37 °Ce outra a 44C, ambagor 1820 horasO agar ChromI® ESBL
permite identificar asE. coli produtoras de ESBL pela observacdo de colbnias 10seo
amarronzadas. Dessa i, apenas uma colénia de cada placa foi selecionada para a
continuacdo do estudo. J& condgar MacConkeypodese apenas predizer quais sejam as
coléniascommorfologiatipica dekE. coli (como descrito em 4.1). Assim, a partir das placas de
MacConkey foram selecionadas as colbnias de diferentes morfotipos (porém, sempre
predizentes d&. col)) para a continuagcdo do estudo. Todas as colbnias selecionadas foram
purificadas em novo ag&@&hromID® ESBL ouMacConkey eapds incubacéa 37 °C por 18

20 horasjnoculadas em ag&angue de carneif@ioMérieux) parasubsequente identificao
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e criopreservacdo. Tesl as linhagensdo estudo foram identificad com auxilio do
equipamento VITER MS (bioMérieux) que utiliza o sistema de espectrometria de massas
MALDI -ToF (Matrix Assisted Laser DesorptidanizationTimeof-Flight).

Todas as linhagengsoram mantichs em colecéo de cultura-80 °C ra ANSESLyon.
Para talcolénias @ linhagemsemead em agarSangue foram transferidas diretamente para
criotubosestéreis contendcaldo BHI acrescido de 25% de glicerétara caddinhagem o

armazenamentioi realizado entriplicata.

43 E. colia partir de carnes de coelhaa Franca

Com o intuito de av-ladtamiaos naproducap anionéfeventd o u s
a presenca de genes de resisténcia a essa classe de antimicrobianos, foram realizadas analise
também em carnes de coelho, concomitante as carnes de frango. Esse tipo de carne foi
considerado por duas raz6gso u s elactdneicoshé proibidoanproducao de coelhos para
corte na FrancBANSESANMYV, 2015), eii) essa clase de antimicrobianos apresesévera
toxicidade em coelha®rowning e Tune, 1983; Limat al, 2008) Assim, é bastante provavel
que, de fato, os animais da cadeia produtora de carneslde néo tiveram contato direto com
b-lactamicos e, consequentemente, espeevaliar se ha correlagdo do uso, ou ndo, de beta
lactamicos na producédo animal e o isolament&.dmli resistentes &SCa partir de carnes
dessesanimais

Paratanto, 14amostras de carmesfriada de coelho foraatdquiridasde dois diferentes
produtores durante outubro de 2015 a janeiro de 2016, sempre observando a n&o repeticdo dos
lotes de cada amostrap rmunicipio delLyon, Franca Os procedimentos de isolamento,
idertificacdo e criopreservacédo d&s coli recuperadas a partir dessas amostras foram os

mesmos descritos na se¢ao. 4.2

4 4 1solamento, identificacdo e manutencao de. coli a partir d o TGI de frangosno Brasil

Para avaliar a presenca d& coli resistentes &SC no TGI de frangs que,
posteriormente, seriam destinadaocorte aproximadamente 40 aves de cada trés fazendas
(Fazendas 1, 2 e 3) do Estado de Séo Paulo foram amostradas durante adpeagpmiio a
novembro de 2014Para tanto, foiritroduzido umswabestéril na cloaca de cada aniriial

sendo, estanimal separado dos demdi® imediatamente deixado em salina 0,9% estéril até
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0 momento de inoculacdo em agar MacConkey. Apos a amostragem na fazswdhdoram
transportads ao CIM-FAMERP para a continuacdo do isolamento bacteriano

Os swabsforam semeads diretamente em agar MacConkey (Oxoatrescido de
cefotaxima( 4 ¢ g /amplaras dexad@s37 °C por 180 horas. [ 5 a 10coléniascom
morfologiatipica dekE. coli (descria em 4.1¥orampurificadas em novo agar MacConkey com
a mesma concentracée cefotaximaAs linhagengoramidentificachs e criopreservaas como

descritona secéo 4.1

4.5 Tipagemmolecular das linhagensdo Brasil

Apos o isolamento dds. coli, tantodo TGI quanto de carnes de frango do Brasil, foi
realizada tipagem molecular com a técnica de-RER RepetitiveExtragenicPalindromic
Sequencdased Polymerase Chain Reac)ioRoram utilizados DNA extraidos pelo método
de fervura, que consiste emssuspender 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 REFFCR, foram utilizadoprimers (Apéndice A) e piotocolos
previamente descritq¥ila, Marcos e Jimenez de Anta, 199Bpratanto,foi utilizado okit
fiTag DNA Polymerasé (Fermentas)e as reagddsramconduzidas em termocicladderiti®
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystemsykob a seguinte condicdo de ciclagem:
desnaturacao inicial a 94 °C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por
1 minuto, anelamento &4C por 1 mnuto e extensédo a 72 °C por 4 minuto, e extensao final a
72 °C por 16 minutas

Os fragmentos de DNAmplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
al1,5%, sob um campo elétrico de 6 V/cm por 120 minu@ogel foi corado com brometo de
etidio a 0,8% e visualizado e fotografado sob luz ultravioleta com auxilio do equip&mento
Ex (Loccus Biothecnology)

Os perfis gerados foramanalisados utilizandee o programaBionumeric§€ 6.6
(Applied Mathg, com Otmizacgéo de 0% e Tolerancia de 1Aesimilaridade genética entas
linhagensfoi determinada pelo indice de similaridade de Dice, e o dendrograma, construido
segundo o método UPGMAUfGweighted Pair Group Method with Arithmetic Megan

Linhagenscom similaidade do perflde REPCR O 90% f oesalomaic onsi der
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4.6 Tipagem moleculardas linhagensda Franga

As linhagens provenientes da mesma amostra de darrieango da Franciram
comparadas quanto ao perfil de restricdo do DNA gendmico pela eXbighaA técnica de
PFGE dos produtos de restricdo foi utilizateembém, em algumas linhagens brasileiras,
mesmo apos a REPCR visando ampliar a capacidade discriminatoria na determinacao da
similaridade genética entaslinhagens

Apos tratamento com a enzirKad, os DNA foram submetidos a PFGE, onde o DNA
€ submetido a 3 diferentes dire¢cdes de campo elétrico, que se alternam para forcar a passagen
dessas grandes moléculas pela malha do gel de agarose. Para tanto, eseppegtmolo
padronizado pelANSES e utilizous e as aCtpanrCatd ¥ & Céditifiéd Megabase
(Bi oRad), o mar c a Hambda dadderfChes @NA size stendagBioRad) i
e 0 equipamento para eletroforese CHEF MAPPER (BioRad).

Inicialmente, foi peparada uma suspenséo bacteriana a 4,8 da escala McFarland em

NaCl 0, 9% est®ril, de o nel®0g.fOpelletfo ressaspendido f u g a
em 45 L de t-@mmpmMpHT ECHFA 100 mM EGTA10mMM e 45 ¢ L
agar OeeCu? %0 a 56 AC, e os plugues (blocos

confeccionados. Depois de solidificados, os plugues contendo as bactérias foram submetidos a
lise com 1% de NLaurilsarcosil (Sigma) e 1 mg/mL de Proteinase K (Rdaiagnosticy em

tampéo TEE a 56 °C por 48 horas. Apos seriadas lavagens em tampéao TECTd® mM

pH 8; EDTA 1 mM), o DNA gendmico liberado foi submetido a digestao éd@nJ de Xba
(Promega) a 37 °C por 48 horas, e a PFGE subsequente foi realizada sob os pasametro
initial switch time= 10 segundoginal switch time= 60 sgundos, campo elétrico&V/cm, e

tempo de migragéo = 24 horas.

O resultado da eletroforese foi visualimaapos coloracdo do gel com5 pg/mLde
brometo de et2dio, e fotografX¥MR+ & ocaftwares x 2 | i
i | ma g '&o(RicRad. Os perfisde restrigio foraranalisado® comparados comdescrito
na secdo 4.4linhagenscom si mi |l ari dade do pess ¢londis, ed0 90
somente urafoi selecionad, arbitrariamente, para os tessebsequees quandas linhagens

foram provenientes da mesma amostra de carne
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4.6.1Tipagem por Multi-Locus Sequence Typing

A técnica de MLST (Multi-Locus Sequence Typindoi utilizada apenas para
caracterizar as linhagens bacterianas isoladas na Franca que apresentaram alguma informacac
epidemiologicamente relevante. A técnica de MLST foi realizada de acordoesgmema de
Achtman(Wirth et al, 2006) com modificacdes de acordo cottp://mlist.warwick.ac.uk/mlst/
dbs/Ecoli/documents/primersColi_htmCada linhagem a ser tipada foi submetida a sete
diferentes PCR para amplificar os seguirgetegenes constitutivosadk (gene da adenilato
quinase),fumC (gene da fumarato hidratas&)yrB (gene da DNA girase)icd (gene da
isocitrato/isopropilmalato desidrogenasaeyih(gene da malato desidrogenageiA (gene da
adenilosuccinato desidrogenasegeA (sitio de ligacdo de ATP/GTP)

Essas PCR forawonduzidas em termocicladdt00® Thermal Cycler (BioRag)sob a
seguinte condicao de ciclagedesnaturacao inicial 49 C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacéo & 9C por1 minutqg anelamento &4/5860/68 °C (dependendo do
genei ver Apéndice A por 1 minutoe extensdo a 72 °C p@rminutos finalizando conb
minutos de extenséo a 72.°Gs produtoforam analisadozomo descrito na se¢ao 4.8, e 0s
produtos das reacdes foram enviadBseékman Coulter Genomigsra 0 sequenciamento com
0os mesmoprimers utilizados nas PCR. As sequéncias resultantes foram analisad#e
http://mlist.warwick.ac.uk/mist/déscoli, onde &o identificados os alelos de cada gene e,

entdo, € gerado o ST de cada linhager.d®li deacordo com o perfil de alelos.

47Teste de susceptibilidade aos-lastamasesni cr obi

As linhagens isoladas nor&il e na Francasubmetids a tipagem molecular foram
triadas e submetiags ao Testale Suscetibilidade aoéntimicrobianogTSA) pelo método de
discodifusdo em agar Miellddinton BioRad, interpretado de acordo com as recomendacdes
do Comité de Antibiogramata Sociedade Francesa de Microbiologia, associada ao EUCAST
(CASFM, 2015; CASFMVET, 2015) A cepaEscherichia coliCIP 76.24 (ATCC 25922), da
Colecao de Cepas do Instituto Pasteur, foi utilizada como controle de qualidade neste ensaio
por apresentar suscetibilidade conhecida a determinados antimicrobianos.

Neste testerealizado de acordo com padronizacdo pela ANS&Sm avaliados os
seguintesantimicrobianosde interesse clinico e veterinario: amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefalotina, cefuroxima,cefotaxima, ceftiofur, piperacilina, ticarcilina,

piperacilina/tazobactanticarcilina/acido clavulanicoertapenem, ceftazidima, cefoxitina,
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cefepima, aztreonam, cefquinoma, estreptomicina, canamicem@jcacina, apramicina,
gentamicina, tobramicina, netilmicina,cloranfenicol, florfenicol, tetraciclina colistina,
sulfonamidastrimetoprim acido nalidixicognrofloxacina 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 soluca
de NaCl 0,9% estéril, com auxilio do equipamebemsimal (bioMérieux) para certificar a
escala. A suspensao foi diluida na propor¢cdo 1:10 para inoculacdo nid(gdi@r-Hinton.

Entdo, os discodos 32 antimicrobiaros mencionados acima foram posicionados equidistantes,

em duas placas, sendo depositados 16 discos em cada placa. As bactérias foram incubadas a 3
°C por 1820 horas, e os resultados foram visualizados com auxilio do equipaBieSTAN

Micro® (i2a Diagnetics.

A disposicao dos discos de antimicrobianos em uma das placas permitiu a realizacao,
concomitant e, do fiteste fenot2pico da prod
teste consiste -leanc td®mipmo s da & c o dattameo/idleidoru m d i
d e-ladtamase, distantes 30 mm de centro a cébitieux et al, 2008) ApoOs a incubacéo, o
resultado positivo ® indicado pela for ma- «¢
de inibi-«o0o pr-l acimOmiaoo AacwncdedFigueard)bde b

Este teste baseme n a i n-ladiamase, proddizda figbactéria testada, pelo
i ni bi dlactamades utilizado, fazendo com que a bactéria ndo suporte a concentracdo do
b-lactamico em determinada regido do agar, onde, entdo, ndo ha crescimento bacteriano, e

ocorre a defor ma- «o doa hfad ros toaus mgp@.r eci ment o

Figura 47 Exemplo de resultadadeste fenotipicale produciae ESBL. As setas vermelhas
apontam as fzonas f ant absatntansase,da bactédicetestada palos i |
inibidores deb-lactamaseimpedindo o crescimento bacteriano. 1: cefquindbalactamico;

2. cefepima(b-lactamicg; 3: amoxicilina/acido clavulanicgb-l act ©mi co/ t ni bi
lactamasg
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4.8 Extragdo de DNA gendmico

Para a obtencéo do DNA gendmifm,utilizado okit NucleoSpiff Genomic DNA from
Tissue (MachereyNage). Para tantoas linhagendoram reativads, da criopreservacao,
diretamenteem agar Sangue e incubaspor 18-20 horas a37 C. Ap6s,2-5 colbniasforam
diluidasem 500 pL de agua estédlentrifugalasa 11.000g por 2 minutosA partir desta
etapa, seguirarse as diretrizes e 0s 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 auxdide colunas de silica e tampdes que acompankkim o

O DNA obtidofoi armazenada 410 °C, quando manipulado com frequéncia, c@@&

°C, para armazenamento prolongado

4.9 Deteccéce identificacdodosgenes de resisténcias ESC

Para a deteccdo dos genes responsaveis rpsisténciaas ESC nas linhagens
bacterianas do estudo, foi utilizada a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerasel{PCR
inglésPolymerase Chain Reactipne oiQIAGEN® Multiplex PCR Kit 10000 ( Qi
utiliza enzimaHot-StarTag DNA polimerase

Desde 2004existe uma classificacdo para GNK quando havia apenas ¥@riantes
diferentegBonnet, 2004)Assim,no presente trabalhfpia d ot ada a cl assi f i c:
e colaboradoreé D 6 A ndl al,e2813) quesegue a classificacdo de grupos de €M Xle
Bonnet Primeiramente, foi avaliada a presemgagenesblactx-m, utilizandose primers e
protocolos previamente descritos literatura(Dallenne et d., 2010) apresentados no
Apéndice A Com esta metodologia, € possivel detdaf@rx-m-grupo 1 blactx-m-grupo2 e
blactx-m-grupo9 em uma triplexPCR, eblactx-m-grupo8 eblacrx-m-grupo25 em uma PCR
convencional. Essa PCR foram conduzidas em termocicladoF106° Thermal Cycler
(BioRad) sob a seguinte condicdo de ciclage®snaturacao inicial a 94 °C por 15 minutos
(esse tempo € necessario para ativacao da enzima Taq Polimekassilizado), seguid de
30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 40 segundos, anelamemionteasa 60 °C por 40
segundos e extensao do produto a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extenséo
a 72 °C Os produtosforam analisadoscom auxilio do equipament@QIAxcel Advanced
(Qiagen)utilizandoomar cador de pes oMarkerlO®pbi2l. & r(haggdpX Si z

Quando nenhum gene da fambiactx-v foi detectado, foi avaliada a presenca de genes
das familiadblarem e blasny, de acordo corprimers(Apéndice A) e protocolos previamente
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descritogGaillot et al, 1998; Tanej&t al, 2012) A condicao de ciclagem dessas PCR foram:
desnaturacamicial a % °C por 15 minutosseguidide 30 ciclos de desnaturagéo5s"@ por

30 segundos, anelamentd%°C (parablarem) ou 60°C (parablasny) por 1 minutoe extenséo

a 72 °C por 1 minuto, com extensfiwal a 72 °Cpor 7 minutos As reacdes também foram
conduzidas entermocicladorT100° Thermal Cycler e os produtos foram analisados como
descrito acima.

Linhagensque apresentaram resisténcia ao antimicrobiano cefoxitina, uma cefamicina,
foram submetigs a PCR para detec¢do do gbtewmy-24, que também pode ser responsavel
pela resisténcia BSC Essa PCRforam realizadas utilizandee primers (Apéndice A) e
protocolos previamente descritidammeriet al, 2010) e também forantonduzidas em
termocicladorT100° Themal Cycler sob a seguinte condicdo de ciclagefasnaturacio
inicial a % °C por 15 minutos, seguadie 30 ciclos de desnaturacaose’@ por30 segundos,
anelamento &5 °C por 1 minuto e extenséao a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos
de extensédo a 72 ?Os produtogoramanalisadogomo descrito acima.

Como controles positivos para todas as reacodes, foram utilizados DNA de cepas
previamente caracterizadaseuenciadasla colecaale cultura bacteriana do AVBNSES,

Lyon.

4.9.1 Identificac@o e contexto genéticdos genedblactx-m-grupo 1

Apbs onfirmacgéo por PCRla presenca dos ger#acrx-m, as linhagenpositivas para
blactx-m-grupo 1 foram submetdd a uma nova PCR com pamers (Apéndice A) ISEcpl
(5-NAAATGATTGAAAGGTGGT-3)Ng P2D (5-BAGCGCTTTTGCCGTCTAAG3 )Njara
amplificar todo o gene e a porgéo final da sequéncia de insef€épl)®m um fragmento de
aproximadamente 1.100 fGarattoliet al, 2008; Liaoet al, 2010) Positividade para essa
reacdo comprova a presenca ded@limediatamentepstreanao genelactx-m-grupo 1.

As PCRforam conduzidas em termocicladd100® Thermal Cycler sob a seguinte
condicéo de ciclagendesnaturacao inicial a 95 °C por 15 minutos, segde&l 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 10 segundos e extenséo a 72 °(
por 30segundos, com 3 minutos de extenséo final a 7©S@rodutogoramanalisadogomo
descrito anteriormente, na secao 4.8, e foram, entéo, envi@ki@an Coulter Genomics
(Inglaterrg para o sequenciamento de acordo com os procedimentos padroeseaaempr

Os resultados foram analisados com auxilio dos prograniae fiTranslateNucleic

Acid SequenceT o ol para a traducdo das sequéndiag Cliastal Omega i para a
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comparacdo das sequéncigs disponiveis n® website http://biotools.umassmed.edu/egi
bin/biobin/transe http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalogspectivamente. As sequéncias

originadas forancomparadas a outras previamente dig@adas na base de dados GenBank.

4.9.2 Identificagéo de geneblactx-m-grupo 8 ou-grupo 25

Quando foi identificada a presenca de gdilasrx-m-grupo 8 ou-grupo 25(Dallenne
et al, 2010) foram realizadas PCR adicionais especificas aarx-v-s € blacTtx-m-25,
utilizandoprimers(Apéndice A) e protocolos previamente descri{@hmelnitskyet al, 2005;
Shibataet al, 2006) As PCR foram conduzidas em termociclador T10@ermal Cycler
(BioRad). Pardlactx-m-grupo 8 a condicéo de ciclagem foi: desnaturacao inicial a 95 °C por
15 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C
por 30 segundos e extenséo a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extenséo a 72
°C. Parablactx-m-grupo 25, a condicéo de ciclagem foi: desnaturacéo inicial a 95 °C por 15
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1
minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de exte3&€a0s
produtos @ PCR foram analisados como descrito na se@@a@4s positivos foram enviados a
Beckman Coulter Genomics para o sequenciamento com os masmessutilizados na PCR.
Os resultados foram analisados como descrito érh.4.

4.9.3 Identificacdo dos demais genes de resisténcia detectados

Apos positividade ndCRpara deteccédo dos gertdactx-m-grupo 2 blasny, blatem e
blacmy-2-4, 0S produtos foram enviadosEeckman Coulter Genomiggra 0 sequenciamento
com os mesmagrimersutilizados nas PCR. Os resultados foram analisados como descrito em
49.1, & excecao dos genbfactx-m-grupo 2, que foram amplificados e sequenciados com
primers (Apéndice A) e protocolo descritos por Bertrand e colaborad@Bestrandet al,

2006)

4.9.4 Ambiente genéticode genesblactx-v € blacmy-2
O estudo dambientegenético dogenedblacrx-m-grupo lesta descritoa secédo 9.1.

As linhagensleE. colicarreadoras delactx-m-2 foram submetidas a diversas PCR para

determinara presenca ou auséncia d&€F8L.upstreamao gene @ arquitetura do integron de
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classe 1 no quaoderiam estar inseridos. Para tanto, foram utilizadasers(Apéndice A) e
protocolos previamente descrit¢Rower et al, 2005) As PCR foram conduzidas em
termociclador T10® Themal Cycler (BioRad)sob as condi¢cdede ciclagemdesnaturagio
inicial a 95 °C por @ minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento &5 °C por 30 segundos e extensao a 72 °CZornuto, finalizando com 7
minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos dasfB@am submetidos a eletroforese em gel de
agarose d,0%, sob um campo elétrico de 6 V/cm @ minutos O gel foi corado com
brometo de etidio a 0,8% e visualizado e fotografsmm luz ultravioleta com auxilio do
equipamentd_Pix Ex (Loccus BiothecnologyQuando houve positividade para insercdo em
integron de classe 1,ragido varidvetle cassetes génictis enviadaao IBTEC (Instituto de
Biotecnologia da UNESP), eBotucatuSP, para o sequenciamento com 0S mesproners
utilizados na PCR O referido laboratério utiliza o equipameniBl 3500 (Applied
Biosystems), seguindo as recomendagdes do fabricasteesultados foram analisados como
descrito em 4.1.

Quandoblactx-m-g foi identificado, uma nova PCR foi realizada para determinar a
presenca ou auséncia ddl0Supstreamao gene. Para tanto, foram desenhadopriosers
| S10do-WAGCTTHAGTTGGCAGGTTAC&E 6) e CTXABAGPHGCTECA
CATGGCAAAG-3 gApéndice A comauxilio do programa Accelrys Getespecificamente
para esse estudds PCR foram conduzidas em termociclador TLOthermal Cycler
(BioRad) sob as condi¢cOege ciclagemdesnaturacao inicial &49C por5 minutos, seguida
de 30 ciclos de desnaturacéoda’@ por 30 segundos, anelament63fC por 30 segundos e
extensdo a 72 °C pdrminuto, finalizando com 7 minutos de extensédo a 72 °C. Os produtos
das PCR foram analisadem gel de agarosepmo descrit@cima O produto amplificaddoi
enviad ao IBTECpara o sequenciamento conpramer IS10down O resultado foi analisado
como descrito em @.1.

Nas linhagens carreadoras blecwy-2, foi realizada PCR adicional com psmers
ISEcplUl( 5AAAAATGATTGAAAGGTG GT-3 6 CITMR ( STATCTCCTGAACGTGG
CTGGG3 dApéndice A), previamentalescritogPérezPérez e Hanson, 2002; Saladtral,
2002) A reacaofoi conduzidaem termociclador T100 Thermal Cycler (BioRag)sob as
condicbegde ciclagemdesnaturacédo inicial &9 C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao &9C por 30 segundos, anelamen®0&C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 minuto, finalizando com 7 minutos de extensdo a 7®8rodutos foram analisados
em gel de agarosepmo descrit@cima.
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4.10 Ensaio de conjugacgédo bacteriana em meio ligio

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, utilizandese a cepa d&scherichia coliK-12 J53 resistente a rifampicina e
S e n s 2 v +4attameas,scond cepa receptora, empregaedprotocolo padronizado pela
ANSES.

Para tantoas linhagensa serem testad, mais a cepa receptora, foram reatsad
diretamente do criotubo, em 5 mL de caldo BHE&dds em banhanariasobagitagédo a 37
°Cpor56 hor as. Ent«o, 50 €L do caldo com bact
incubado em banhmariasob agitacda 37 °Cpor1l®2 0 hor as. No dia segu
caldo com bactéria foi inoculadan um novo tubo com 10 mL de caldo BHI, e deixado em
banhemaria sob agitacdca 37 °C por % horas. A seguir, em um tubo estéril, foram
adicionados 4 mL do caldo crescido com a cepa receptora e 1 mL do caldo crescalo com
linhagema ser testaa) e o tuln foi deixado por 120 horas, sem agitacéo, a 37 °C. Somente
no teste com as linhagens portadorablderx-w-2 a temperatura teste foi de 30 °C, uma vez
gue considerase a origem desses genes como sendo ambiental e, dessa forma, as primeiras
conjugacdes naturaievem teiocoriido em temperatura proximat@mperatura ambiente.

No dia segui nt e, paleleptor&+Hlinhdgem doadera de plasmiflen)e
foram inoculados, diretamente e na diluicdo!,16m agar MuelleHinton adicionado de
ri fampi cimh)a cefodntH5 e (mL). As placasom agaforam deixadas a 37 °C
por 1820 horas. No dia seguinteglénias tipicas d&scherichia colK-12 J53i as possiveis
transconjugantes (cepa receptora que recebeu o plasmideo da bactéria selvagem fportadora)
foram inoculadas em agar MueHdinton adicionado de cefotaximag ¢mL). Para confirmar
a transferéncia do plasmideo, as possiveis transconjugantes foram semeadasSangagar
(BioMérieux) e, apos 180 horas, foi realizado o TSA e a PCR para confirmacao do gene de

resisténcia da linhagem doadora, conforme descrito ndssséc¢ e 49, respectivamente.
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4.11 Plasmideos carreadores de gendsa

4.11.1 Caracterizacaalos plasmideos quanto agrupo de incompatibilidade

Apos identificacdo dos clones, as linhagens de trabalho foram submetidas ao esquema
de tipagem de plasmideos por PCR baseadaepiicons (PBRT 1 do inglésPCRbased
replicon typing scheméCarattoliet al, 2005)

Para tanto, o DNA total extraido de cdddagemfoi submetido a oito diferentes

multipexPCR, utilizandes e PBRTEKit®i PCRbased replicontyping ( Di at heva) .
kit comercial, € possivel amplificar os seguintes 25 repliddts: HI2, 11, 12, X1, X2, L/M,
N, FIA, FIB, FIC, FII, Flk, Flik, W, Y, P, A/IC, T, K, U, R, B/O, HIBM e FIB-M. Estes
representam a maioria dos grupos de incompatibilidadeplicon basicode plasmideode
resisténciaidentificados entre as espécies da famHiterobacteriacea@Carattoli, 2011;
Carattoliet al, 2005; Villaet al, 2010)

Para essas PCR, foi utilizadofiQIAGEN® Multiplex PCR Ki t 10000 ( Qi a
reacOes foransonduzidas em termociclad®d00® Thermal Cycler (BioRad)sob a seguinte
condicdo de ciclagendesnaturacao inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C pbminutg anelamento a®°C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 minutqg finalizando conb minutos de extensao a 72.°Os produtogoram analisados
como descrito na se¢cad®4.

4.11.2 Caracterizacao dos plasmideos quanto ao tamanho

Tanto linhagenselvagengjuanto cepas transconjugantiesgenesle resisténcia foram
submetida a linearizacdo dgdasmideos pela acdo da nuclease S1 e, em seguida, sabmetid
a PFGE.

Para tanto, utilizoise o mesmo protocolo padronizado pela ANSES, reagentes e
equipamentos descritos anteriormente (se@oebm a diferenca que, para a confecgiaia
blocos de agase, foi utilizada uma maior quantidade da suspenséao bacteriana em NaCl 0,9%
(1 mL da solu-«o0o 4,8 da escala McFarl and ac
digestdo com 00 U ca enzimaS1 (Promegaa 37 °C por 30 minutos, e a PFGE foi realizada
sob os parametrosnitial switch time= 1 segundofinal switch time= 30 segundos, campo

elétrico =6 V/cm, e tempo de migracéo = 20 horas.
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O resultado da eletroforese foi visualizadomo descrito na segéo64.e foram
considerados apenas os plasmideos maiores que 50 kb de tamanho molecolanapzasior
de peso molecular (Lambda Ladder Chef DNA Size StanddthRad) utilizadopermite
apenas a comparacao a partir deste. Dessa forma, compaeaaddandagos plasmideos
com as bandas do marcador molecular padrdo foi possivel medir o tamanho dos plasmideos
portados pelas linhagens selvageagelas transconjugantes

4.12Estudo de genesla inseridos hocromosmo

Quando néo foi obtido sucesso no ensglaiconjugacaoaiplasmideo carreador de gene
de resisténcia, e nao foi confirmada a localizacdo plasmidial do gene com as técnicas
empregadas acima, foram realizadas metodologias especificas para a deteccdo do gene nao
cromossomo bacteriano. As linhagémgestigadas por esta metodologia foram submetida
acao daenzimal-Ced e, em seguida, submedla PFGE.

Primeiramente, os plugues de agarose foranfecoionados seguingdge o mesmo
protocolo para a tipagem molecular (se¢&) d, em seguidaitilizou-se 5 U da enzimaCeu
(New England Biolabs) por 330 horas a 37 °C. Entdo, a PFGE foi realizada solsampo
elétricode 6 V/cm em dois blocos subsequentes, seosiparametrosalprimeiro bloco(12
horas) initial switch time= 20 segundos &nal switch time= 120 segundos, esodosegundo
bloco(12 horas)initial switch time= 60 segundos final switch time= 100 segundos.

O resultado da eletroforese foi visualimatbmo descrito na se¢ad4e utilizado na
posterior comparacao da posicdo do gene de resisténcia com a posicdo dosngetzes
subunidade 2380 rRNA, para confirmar ou nae localizagdo cromossomica do primeiro.
Assim, para cada linhagem analizada foram necessérias 2 PFQEnpesultado foi utilizado
para hibridar com uma sonda para o gene de resisténcia e o outro, com asngeiasrTn,
esta ultima utilizando gsrimerswl-3110 e wvi3111(Hanet al, 2007) Imediatamente apds a
PFGE, seguise a técnic&outhern blat

4.13 TécnicaSouthern blot

A técnicaSouthern blofoi utilizada para transferir os fragmentos de DNA w# nos
géis de agarose apos a PFSEouPFGEI-Ced para uma membrana de nylon de acordo com
protocolo padronizado pela ANSEBaraa transferéncia de DNA do gel de PFGE para a

membrana de nylgrioi utilizado o equipamento Pierce Power B&iatiorf (Thermo Fisher
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Scientific), que realiza oSouthern blotpelo uso decorrente elétricaao longo de
aproximadamenté&0 minutos.

Uma de membrana de nylon Amersham Hyb&HeN* (GE Healthcare) foi depositada
em cima @ gelde PFGE e ambosforam depositados entre duas folhas de papel absorvente
(Whatman) embebidos em tampéo TE (IXis-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) entre os
eletrodos do aparelh@o término do procediment@ menbranade nylon foi lavadaem

solucéo SSC 2X deixada para secar por-28 horas em temperatura ambiente.

4.14 Hibridagédo do DNA da membrana de nylortom sonda

Apoés a impregnacdo da membrana de nylon com os fragmentos de DN, dez
hibridacdo dosmesmos consondasespecificas para as regifes de intereasBm de se
determinar a localizacdo destes fragmentos. Apds o resuivaaimcompaadosos tamanhos
das bandas presentes no gel de agarose e as bandas reveladas na memgdoanAssim,as
técnicasSouthern bloseguida de hibridacdoramutilizadaspara a determinacdo do ambiente
genético, tantgara identificarou confirmaro tamanho e o grupo de incompatibilidade dos
plasmideogjuanto para confirmar a localizagdo cromosséntog, genesle resisténcia das
linhagens do estud®ara tantoseguu-se protocolo padronizado pelo fabricante dos reagentes
de hibridacao

Anteriormente ao inicio dhibridacdg foi realizada uma PCR para a preparacdo da
sonda.Utilizou-s e o A PCR DI G KR r{Robhe Di&nostitsh & gLi de tampéo
10X, 5 OL de APCR di g pnmers(ROgib) utilizados na®CR phras me
deteccéo do fragmento a ser identificado, 0,75 pmoada enzima, 32,75 pL de agua e 4 L
de DNA de uma amostra sabidamentsifiva para o fragmento de DNA em questdo. Os
parametros da PCR foram os mesmos utilizados quando na deteccdo do fragmento (especifica
para cada gene investigado).

A membrana de nylon ja impregnada com os DNA éuitdo,submetidaa seriados
tratamentos com tampdes com auxiliokibi DI G Wash and Bl ock Buf
Diagnostics) Primeiramente, a membrana foi submetida a uma lavagéhibridacdo (SSC
5X, 0,1% de NLaurilsar cosi | , 0,02% de SDS, i estéltindoe f Bl
acompanha &it) por 4 horas a 42 °C. Apos, a soridaré-preparada foi desnaturada a 100
°C por 4 minutos e misturada a uma nova solucdo déipréacdo, onde a membrana foi
deixada pod8-20 horas a 42 °C. No dia seguinte, a membrana fod&ama solugdo SSC 2X,

0,1% de SDS a temperatura ambiente, e na solu¢cdo SSC 0,5X, 0,1% de SDS a 68 °C. Apés, a
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membrana foi lavada com acido maleico 1X e, entdo, submetida a Solucao de Bloqueio (acido
mal eico 1X e 1% de 0Bl oc Kempegaturd ansbigraen Entdg, foip o r
adi ci onado o -DigaxigenicAoPr,p oF afibAnftriagment s @ unfaRo c h ¢
nova Solucdo de Bloqueio, onde a membrana foi deixada por 30 minutos a temperatura
ambiente. A membrana foi lavada véarias vezes com Tauwp@avagem 1X (acompanhib

ADI G Wash and Block Buffer Set 0) gdamigéompu i | i
acompanha okit). O substrato corantde biotinaA NBT/ BCKkP s®i ¢ i ono (
Diagnostics)¥oi diluido em um novo Tampao de Deteccdo 1XdJea membrana foi deixada

sob o abrigo da luz até a reacao ser parada com a adi¢éo decagaaimo no dia subsequente

Regides coradas em rokalicama hibridacéo da sonda ao alvo no DNA

4.15 Classificacdo @slinhagensde E. coliem grupos filogenéticos

Para a classificacdo das linhagengdeoliem grupos filogenéticos, foram utilizados
0 AQIAGEN® Multiplex PCRKit 1 000 0 ( QurimeysgApéndice A e protocolos
previamente descritos. A leitura dos resultados de grupo filogenético foi realizada conforme o
esquema déscobarParamoe colaboradores para uma comparacdo mais precisa entre as
linhagens isoladafEscdarParamoet al, 2006) porém baseado no esquema classificatorio
inicial de Clermon{Clermont, Bonacorsi e Bingen, 200@) utilizando ogprimersdescritos
por Doumith e colaboradoré®oumithet al, 2012)

As PCRforam conduzidas em termociclad®d00® Thermal CyclerBioRad) sob a
seguinte condicao de ciclagedesnaturacao inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °Squurdlds e extensao
a 72 °C por 30 segundos, finalizando com 7 minutos de extensao a @2 pdutogoram

analisadogom auxilio do equipamento QIAxcebmo descrito na secad.
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5. RESULTADOS

5.1Linhagensde Escherichia coliisoladasde carnese do TGl de frangaos no Brasil

Foi obtido um total de 49 linhagensBecoli resistente a ESC a partir de todas as cinco
amostras de carre frangooriginadas do Brasil.

Cento e dezenoviénhagens deE. coli resistentes &SC foram isolads de 63 aves
(58,3%do total de 117 frangosnalisads nas trés fazendas

5.2 Linhagens de Escherichia coliisoladas 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, ao menos,
uma linhagem de&. coli resistente £SC Foram obtids 107linhagensa partir das amostras
de carne de frango analizadas.

Dentre as 14 amostras de carne de coelho avaliaes (14,3%) continhanuma

linhagemdeE. coliresistente #SCcada uma.

5.3 Tipagem moleculardas inhagens deE. coli

5.3.1 Tipagem molecular das inhagens isoladas de carnes e@ed Gl de frangosno
Brasil

A tipagem molecular por REPCR (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, n&o houve singlaiidade
linhagens isoladas de amostras de carne diferentes ou de frangos de diferentes fazendas.

Trés excec¢des foram observadas. A linhagem CFCTX53, isolada de CRF5, apresentou
similaridade maior que 90% com linhagensedeoliisoladas do frango 117, prewiente da
Fazenda 3. O mesmo ocorreu entre as linhagens CFCTX47, CFCTX48 e F63x, e entre as
linhagens CFCTX58 e F77AxFigura 5).

Arbitrariamente,foram selecionadas0O6linhagens 85,7% do total de 168) para os
experimentos posteriores, seriprovenientesle carne$36,7% das 49 linhagens deRF e
42 de TGl de frangog35,3% das 119linhagende cloacas)
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Figura 57 Dendrograma gerado petoftwareBioNumerics 6.6 para comparagao do_s perfis
eletroforéticos de REPCRdaslinhagersisoladasde carneg b TGI de frangosio Brasil A
linha vermelha indica similaridaseinimade 90% entre os perfi€@ dendrograma aparece em
duas partes separadas por razdes de espaco na pagina deste trabalho.)
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5.3.2 Tipagem molecularpor restricdo do DNA gendémicoe MLST das Inhagens

isoladas de carnes de frango@e 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. Obseyua colonias previamente
selecionadas apresentando morfotipos diferentes nos agares foram consideradas clonais em
alguns caos, como para algumas linhagens provenientes de carnes de frango.

Cinco linhagens isoladas de diferentes amostras de carnes de frango foram alocadas em
ummesmaluster sendo consideradas fAcl onaiFgdga com
7. As linhages P36B1 €36B2, presentes ne<luster, foram provenientes de uma mesma
amostra de carne; assim, foi selecionada apenas P36B1 para a realizae@oedo®entos
seguintes. As demais linhagensduaster (P6A1, 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 proxima
(89,4%) a das linhagens que formaragiuster, com apenas uma banda claramente diferente
das demaigFigura 7), porém nao foi considerada como pertencentdusberpor estar abaixo
do limite de similaridade de 90%entre as linhagens pertencenteslasterformado, P44B1
foi selecionada, ao acasmatipagem por MLSTidentificou o clone ST1640.

As duas linhagens dE. coli resistentes &SC provenientes de caes de coelho
apresentaram perfile restricdo genémica p¥ba completamente distintos entre sidistintos
das linhagens provenientes de carnes de fréfigara 6). Ambas foram tipadas por MLST, e
foram identificadas comosclones ST1158 (linhagetrbAl) e ST162 (linhagem7B1).

ApOs tipagem molecular das linhagelasFranca77linhagengdecarnes de frango e as

2 de carnes de coelho foram submetidas aos experimentos subsequentes.

Figura 61 Dendrograma das linhagens de carnes de frango e de coelho da Franca gerado
partir dos perfis de restricdo genémica ba seguidade PFGEA primeira coluna compde

0s nomes das linhagens; a segunda cdluiab, a identificacdo os produtores daamostras

de carnes; e a terceira coluna, a data de processamento, RAMMBS, das amostras de

carne. A linha vermelha indica @ansimilaridade de 90% entre os per@ds retangulos azuis

nos nomes das | inhagens indicam as consider
de carne. O retangulo vermelho indica ciosterformado podinhagengprovenientes de

amostras de carnes elientes.



64

Data

Linhagem Pr

0014

i

TR =

RN B .

973}

N

S

598

51}

750f

705}

B AT

sa1)

894]












































































































































































































































































