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SUMARIO

Esta pesquisa foi realizada em 23 agougues da cidade de Taquaritinga, estado
de Sao Paulo, durante um periodo de 10 meses. Foram isoladas duzentas e oitenta e
sete cepas de Escherichia coli de carne moida, moedor de carne e maos de
manipuladores de carne. Cinco destas cepas foram caracterizadas como E.coli
patogénica extra-intestinal (ExPEC).

Investigou-se a presenca de fimbrias, producdo de hemolisina, aerobactina e
colicina. Também foi analisada a presenca dos genes (pap, afa, sfa) relacionados com
a expressao de fimbrias, através da reacao em cadeia da polimerase (PCR).

Das amostras analisadas 100% apresentavam aerobactina e fimbria do tipo 1,
80% produziam hemolisina, e 60% expressaram colicina e fimbria P. Também foi
verificado que 60% das cepas de ExXPEC apresentavam o gendtipo pap e 40% o
gendtipo pap-sfa concomitantemente. Quanto ao nivel de resisténcia aos 12
antimicrobianos testados, observou-se que 80% das cepas eram resistentes a multiplos
antimicrobianos (23). Os antimicrobianos mais eficientes foram: ceftriaxona e
amoxicilina-acido clavulanico (0%) de resisténcia, seguidos de amicacina, amoxicilina,
ciprofloxacina e gentamicina com resultado, considerado satisfatorio, de 20% de
resisténcia. Em contraste, houve elevada resisténcia (80%) para tetraciclina e
estreptomicina .

Conclui-se que retalhos de carne podem ser um importante veiculo para
disseminacéo na comunidade de cepas EXPEC. Este trabalho chama a atencéo para os
retalhos de carne como fonte potencial de cepas de EXPEC, que ndo séo reconhecidas
como patégeno de origem alimentar, o que pode representar um motivo de

preocupacéo para as autoridades da vigilancia epidemiolégica.

Palavras-chave: carne moida, agougues, fatores de viruléncia



1. INTRODUGCAO

A Escherichia coli patogénica extra-intestinal (ExXPEC) é uma cepa especializada
de E.coli que tem como caracteristica principal a presenca de multiplos fatores de
viruléncia (FVs) como: hemolisina, aerobactina e fimbrias. E a presenca desses
fatores que ira permitir que a bactéria colonize a superficie de mucosas no
hospedeiro e subverta os mecanismos de defesa, adquirindo nutrientes essenciais,
como por exemplo, o ferro, o que facilita o estabelecimento da infecgéo.

As ExXPEC sé&o responsaveis pela maioria das infec¢des extra-intestinais como a
infeccdao do trato urinario (ITU), bacteremias e meningite neonatal bacteriana,
constituem 20% das E.coli intestinais e atualmente s&o definidas como uma
linhagem comensal que ira causar doenga apenas quando sair do intestino e se
dirigir para um sitio estéril no hospedeiro.

Varios estudos tém sugerido que os alimentos podem ser uma fonte para
disseminacédo de EXPEC e/ou E.coli resistente a antimicrobianos. O alimento serve
como um veiculo, permitindo as bactérias patogénicas entrar em contato com o
hospedeiro, promovendo a colonizagéo e levando ao estabelecimento da doenca.

O objetivo do presente estudo foi demonstrar que a carne pode ser um veiculo
importante para a disseminacdo de ExXPEC alertando para a ameacga que este

patdbgeno pode representar para a populagéo.



FIGURA 1: Escherichia coli ao ME ampliada 10.000 X — Fonte: Wikipedia atlas
virtual ilustrado.




2. Revisao da Literatura

2.1 Historico

O género Escherichia coli foi assim denominado em homenagem ao seu
descobridor Theodor Von Escheich que descreveu Escherichia coli em 1885.
Originalmente essa bactéria era denominada Bacillus coli commune e com o passar do
tempo foi recebendo varios outros nomes como: Bacillus coli por MIGULA em 1895,
Bacterium coli por LEHMANN em 1896 até chegar no nome atual: Escherichia coli
(PELCZAR et al, 1997).

E.coli foi muito estudada ao longo da historia por varios pesquisadores. Em 1908
GUYOT observou que algumas cepas de E.coli eram capazes de aglutinar glébulos
vermelhos e mais tarde, em 1943, ROSENTHAL evidénciou que culturas com
capacidade de hemaglutinagcdo também poderiam aglutinar esperma, leveduras e até
mesmo poélen. A propriedade de hemaglutinagdo foi associada com a expressao de
estruturas de superficie na bactéria, as quais sao finas e filamentosas denominadas de
fimbrias ou pili (DUGUID et al, 1955).

E.coli pode ser sorologicamente separada em aproximadamente 160 grupos
antigénicos somaticos O e ainda divididos em sorotipos baseados em antigenos K
(capsular) e H (flagelar). Foi observado que cada um desses antigenos possuia
propriedades particulares, como por exemplo: o antigeno somatico O era termoestavel
a 100°C por 2 horas; o antigeno K era destruido pelo aquecimento a 100°C em 1 a 2

horas e o antigeno flagelar era termolabil a 65°C por 5 minutos (KAUFFMAN, 1944).



2.2) A carne

A carne é uma excelente fonte de proteinas de alta qualidade, de vitaminas do
complexo B e de certos minerais (especialmente o ferro), sendo facilmente digerida, e
quando cozida, a carne magra fornece nutrientes que contribuem significativamente
para um equilibrio dietético das refei¢cdes, dai sua importancia (PARDI, 1995).

E um alimento nutricionalmente denso, importante para a manutengdo da saude,
amplamente utilizado em refei¢gdes institucionais, que requer inspecdo sanitaria
rigorosa, conservacdo adequada e controle total de qualidade (FERREIRA &
SOBRINHO, 2003).

A carne, por suas caracteristicas intrinsecas, como composi¢ao quimica, elevada
atividade de agua e pH proximo da neutralidade, € um o6timo meio para o
desenvolvimento de microrganismos. O musculo do animal vivo € estéril, porém, a partir
do abate e do processamento, inicia-se a sua contaminagdo por microrganismos
procedentes do couro, do trato intestinal, dos manipuladores, do meio ambiente, dos
equipamentos e utensilios. Logo a contaminag&o da carne por microrganismos podera
colocar em risco a saude do consumidor, afetar a qualidade da carne e o seu tempo de
conservacao (CHESCA et al, 2001).



2.2.1) Avaliagcédo microbiolégica da carne

A avaliagdo microbiologica dos alimentos € assunto de interesse desde o inicio
da microbiologia como ciéncia. Esta avaliagdo constitui-se em um dos parametros mais
importantes para se determinar a qualidade e a sanidade dos alimentos, e € igualmente
importante para verificar se padrdes e especificagdes microbiologicas nacionais e
internacionais estdo sendo atendidas adequadamente. Como geralmente as condi¢des
higiénico-sanitarias no abate de animais, comercializacdo e consumo da carne em
Nosso meio sao precarias, verifica-se a presenca de microrganismos patogénicos, entre
eles podemos destacar a E.coli em carne moida, o que constitui um sério risco para a
saude do consumidor, uma vez que esse microrganismo pode levar a doenca
(CONCEICAO et al, 2003).

A necessidade de apresentar ao mercado um produto de qualidade cresce a
cada dia. A qualidade vem sendo considerada o fato de maior importancia na area
alimentar, visto que dela depende a competitividade das empresas e mesmo, sua
sobrevivéncia no mercado consumidor (BLOCK, 1999).

A qualidade dos produtos nunca ocorre por acaso. E sempre o resultado de
esforcos aplicados ao controle das diferentes etapas do processamento. Os fatores
tecnoldgicos e humanos afetam a qualidade de um produto; entretanto, o individuo é o
fator mais importante a ser considerado (BLOCK, 1999).

O manipulador de alimentos com deficiente higiene pessoal, praticas
inadequadas de higiene durante a manipulagdo de alimentos, dos utensilios, dos
equipamentos e do ambiente, bem como a existéncia de instalagées inadequadas e
armazenamento incorreto de alimentos, sdo as principais causas de toxinfecc¢des
alimentares (LIMA et al, 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1999), as toxinfeccdes
alimentares, enfermidades produzidas pela ingestdao de alimentos contaminados ou
substancias toxicas, constituem um importante problema sanitario difundido
mundialmente, portanto € impossivel imaginar a producgéo e distribuicdo dos alimentos

sem uma avaliagao prévia de sua qualidade microbioldgica e das condi¢des higiénico-



sanitarias dos locais onde estdo sendo produzidos, conservados e distribuidos, como
também das pessoas que entram em contato direto com esses alimentos (SILVA,
1999).

O consumo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos pode
levar o individuo a um quadro infeccioso que varia de um desconforto leve, até reagdes
severas. As enfermidades transmitidas pelos alimentos tém também um impacto sécio-
econdmico consideravel, podendo resultar na incapacidade para o trabalho ou para
cuidar da casa ou da familia. Durante a recuperacéo, as atividades do afetado podem
ser limitadas, alterando consideravelmente a capacidade produtiva do individuo.
Portadores assintomaticos podem inadvertidamente contaminar outros alimentos ou
infectar outras pessoas, as quais continuardo a participar de uma contaminacéo

continua de toda a cadeia alimentar (SILVA, 1999).

2.2.2) Fatores de contaminagé&o da carne

2.2.2.1) Manipulador

No estudo das origens e medidas de controle da contaminacdo dos alimentos
deve sempre se destacar a participacdo do manipulador, o qual representa, sem
duvidas, o fator de maior importancia no sistema de protecdo dos alimentos as
alteracbes de origem microbiana (PANETTA, 1998).

O manipulador deve manter os habitos de higiene pessoal como: banhos diarios,
maos lavadas antes da manipulagdo dos alimentos, unhas mantidas curtas e limpas
(PANETTA, 1998).Para evitar contaminagdes e acidentes durante a manipulagdo dos
alimentos algumas regras devem ser observadas:

- O manipulador de alimentos deve se apresentar devidamente uniformizado, trajando
uniforme completo, de preferéncia de cor clara, limpo, em bom estado de conservagao
e adequado ao ambiente de trabalho.

- Os sapatos devem ser fechados, impermeaveis e utilizados com meias, ambos em

boas condi¢cbes de higiene e conservagéo.



- Todos os adornos como joias, bijuterias, reldgios e acessorios que possam cair ou se
desprender, provocando acidentes durante o processamento dos alimentos devem ser
retirados e guardados em local apropriado.

- Os homens devem estar devidamente barbeados. O uso de barbas, bigodes e
costeletas devem ser evitados.

- O manipulador de alimentos nao deve tossir, espirrar ou conversar sobre os alimentos,
em caso de necessidade, antes de tossir ou espirrar afastar-se do produto, cobrir a
boca e nariz com lengco de papel e em seguida lavar as maos para evitar a
contaminacgao (SENAC, 2006).

A contaminacé&o dos alimentos através dos manipuladores, os quais podem estar
eliminando microrganismos patogénicos sem apresentarem sintomas de doenca
comprometendo assim os alimentos por habitos inadequados de higiene ou por praticas
inadequadas devido a desinformagdo, torna patente a necessidade de constantes
treinamentos dos funcionarios que manipulam os alimentos durante todas as etapas do
processamento, pois somente através de eficazes e permanentes programas de
treinamento, informagdo e conscientizagdo dos manipuladores é que sera possivel
produzir e oferecer ao consumidor alimentos seguros com propriedades nutricionais que

satisfagam a um consumidor cada vez mais exigente e informado(PANETTA, 1998).

2.2.2.2) Equipamentos e utensilios

A sanificagdo assegura a maxima destruicdo dos microrganismos, reduzindo a
carga microbiana a valores muito baixos e compativeis com a obtengéo de produtos em
boas condigbes higiénico-sanitarias. Esta etapa deve ser realizada antes do inicio das
atividades de manipulagdo de alimentos, garantindo um curto periodo de contato do
sanificante com a superficie a ser limpa, mantendo assim auséncia da multiplicacdo de
microrganismos no periodo entre o final da sanificacdo e o inicio das atividades. No
caso de agougues, por exemplo, facas, pecas e acessorios de equipamentos podem ser

sanificados por imersdo em agua quente na temperatura de 80°C, por 5 minutos



(SENAC, 2006).Essa etapa de sanificagdo de utensilios € muito importante, ja que € um
dos fatores que ira afetar na qualidade do produto (MENDES et al, 2001).

SILVA & MARTINS (1991), analisando 281 equipamentos e 633 utensilios de
preparacdo em 83 cozinhas industriais detectaram que as facas de cozinha foram os
utensilios que registraram o maior indice de contaminacgéao (95%).

Apesar da importancia da analise de equipamentos e utensilios utilizados para
manipulacdo de diversos alimentos, no Brasil ainda ndo se definiu parametros com

relagdo a analise quantitativa destes (MARTINS et al, 2001).

2.2.2.3) Temperatura

Os microrganismos podem se multiplicar em uma faixa muito ampla de
temperatura, havendo registro de multiplicagdo em um minimo de — 35°C e a um
maximo de 90°C (SENAC, 2006).

As bactérias patogénicas geralmente cessam por completo sua multiplicagédo em
temperaturas abaixo de 5°C, com exce¢des para Yersinia enterocolitica que é capaz de
se desenvolver abaixo de 0°C e Clostridium botulinum tipo E, que se multiplica a
temperatura de até 3°C (CONCEICAO et al, 2003).

2.2.3) O abate

Quando se da o abate do animal ocorre a interrup¢ao da circulagdo sanguinea
dos tecidos, iniciando-se uma série de processos enzimaticos, formacao de acido latico,
queda de pH e diminuicdo da quantidade de ATP. Em decorréncia desse processo,
parte da agua é pressionada para fora dos tecidos, desidratando a carne e provocando
0 seu endurecimento. Durante o processo convencional de armazenamento, as
enzimas proteoliticas da carne denominadas catepsinas decompdem as proteinas
promovendo o amaciamento “post-mortem” responsaveis pela textura da carne. Caso
essa decomposicao parcial das proteinas denominada maturagdo da carne, tenha
continuidade ocorrera a produgéo de significativas quantidades de amdnia tornando a

carne impropria para o consumo, desse modo, a maturagdo da carne, bem como a



deterioracdo sao considerados processos contaminantes nos quais deve-se tomar

cuidados especiais para nao afetar o produto final, a carne (MENDES et al, 2001).

2.2.4) O resfriamento

O processo de resfriamento das carnes inicia-se logo ap6és o abate quando as
carcagas sdo submetidas a 15°C, em camara especial, para que se instale
corretamente o “rigor mortis’, uma vez que, a carne resfriada a temperatura muito
abaixo do desejavel sofrera encurtamento da fibra muscular promovendo o seu
enrijecimento. Uma das formas de se evitar este encurtamento e garantir a maior
seguranga microbiolédgica é o resfriamento de maneira rapida a temperaturas inferiores
a 10°C entre 8 a 15 horas apds o abate (PARDI, 1995).

O processo de refrigeracdo € o processo mais importante no controle da
multiplicacdo de microrganismos patogénicos, por isso deve-se dispensar um cuidado
especial nessa etapa. Um dos pontos frageis da refrigeracéo da carne é quando se leva
o produto aos locais de entrega, nessa etapa do processo a carne é transferida para o
retalhista ficando sujeita a inUmeras oscilagdes de temperatura diminuindo a qualidade
da carne distribuida, além disso, a temperatura de exposicdo nos locais varejistas
frequentemente é elevada, acima de 10°C (JAMES, 1996).

Segundo BRASIL (1996) do Ministério da Agricultura o caminhdo que realiza o
transporte de carne bovina até o mercado varejista deve ser refrigerado, com
temperatura interna na faixa de 2°C a 4°C, para que o produto em nenhum momento
durante o transporte atinja temperatura superior a 7°C.

O resfriamento da meia carcaga e o transporte da mesma sao considerados
pontos criticos de controle eficiente e ndo absoluto, pois o resfriamento adequado inibe
a multiplicacdo de microrganismos, mas ndo garante que a carne esteja com qualidade
para o consumo (SILVA, 1999).



2.2.5) O transporte

A transferéncia da etapa de desosso dos frigorificos para as casas retalhistas
(agougues, entrepostos, supermercados) da margem para o surgimento de uma etapa
extremamente comprometedora para a qualidade microbiolégica da carne bovina, o
transporte da mesma. Esta etapa é considerada um ponto critico de controle a ser
monitorado, devido as constantes oscilagbes de temperatura e umidade, assim como
pelo surgimento da figura do “lombador”, individuo que transporta a meia carcacga, do
caminhdo até o interior do estabelecimento retalhista, na suas costas, podendo
promover a contaminacao da carne que por muitas vezes fica em contato direto com a
roupa desse “lombador”(SILVA, 1999).

O transporte de carne com osso, sob forma de quartos e a desossa dessas
pecas em acougues e supermercados parecem constituir inconvenientes de ordem
higiénico-sanitaria e desperdicio econbémico. O manuseio inadequado e anti-higiénico
dos quartos e de pecas “nuas” até o mercado varejista desvirtua todos os cuidados
dispensados ao produto ainda no matadouro ou nos entrepostos (MENDES et al, 2001).

Nesse sentido, BRASIL, 1996 - Portaria n°® 304/96 do Ministério da Agricultura
instituiu um programa de distribuicdo de carnes bovinas ao comércio varejista,
envolvendo a padronizagdo de cortes, embalagem, rotulagem e distribuicdo dos
produtos com o proposito de reduzir e dificultar a acdo do comércio clandestino, porém
infelizmente grande parte dos mercados e agougues espalhados pelo Brasil néo
obedecem as regulamentagbes da referida portaria, colocando em risco a qualidade da
carne distribuida ao consumidor (MENDES et al, 2001; CONCEICAO et al, 2003).

Para realizar um transporte adequado da carne devem-se seguir alguns

requisitos pré-determinados pela Portaria CVS — 6/99

- O meio de transporte de carne, destinado ao consumo humano, deve ser refrigerado,
para garantir a integridade e a qualidade a fim de impedir a contaminagdo e
deterioracéo.

- N&o é permitido transportar conjuntamente com a carne pessoas ou animais.



- A cabine do condutor deve ser isolada da parte que contém a carne e esta deve ser
revestida de material liso, resistente, impermeavel, atoxica e lavavel.

- Os veiculos de transporte de carne devem possuir certificado de vistoria, de acordo
com a legislagao vigente.

- Os métodos de higiene e desinfeccdo devem ser adequados as caracteristicas dos
produtos.

- Os materiais utilizados para a protecéo e fixacao da carga nao devem constituir fonte
de contaminagédo ou dano para o produto, devendo os mesmos serem desinfetados
juntamente com o veiculo de transporte.

- A carga e/ou descarga nao devem representar risco de contaminagido, dano ou
deterioracéo da carne.

- A carne ndo deve ser transportada em contato direto com o piso do veiculo ou
embalagens e recipientes abertos.

- Os equipamentos de refrigeracéo ndo devem apresentar risco de contaminagao para a

carne e deve garantir durante o transporte temperatura adequada (até 7°C).

- A carne deve ser transportada em veiculo fechado.

2.3) A importancia da E.coli em Saude Publica

A E.coli faz parte da microbiota normal do trato intestinal dos homens e dos
animais e sua presenca na carne geralmente indica contaminagdo de origem fecal
direta ou indireta (BLOCK,1999).

A contaminacdo direta é devida a higiene pessoal inadequada como, por
exemplo: ndo lavar as maos apos ir ao banheiro e a indireta seria a contaminagéo de
objetos que irdao transferir microrganismos para novos objetos, alimentos ou diretamente
para a boca do hospedeiro (MORELLO, 1984).



Apesar da E.coli ser uma bactéria que pode ser introduzida no alimento a partir
de outras fontes, sem ser as fecais, ela é reconhecida como o melhor indicador de

contaminacéo fecal até o presente (JOHNSON et al, 2001 b).

Por ter sido considerada como um patégeno oportunista, o interesse das
industrias de alimento sobre o microrganismo tem sido restrito nesta area, como um
microrganismo indicador. Entretanto, nos ultimos anos a E. coli tem sido reconhecida
como um patéogeno especifico tanto de ambiente intestinal quanto extra-intestinal
(VARNAM & EVANS, 1996).

2.4) A E. coli e sua classificacao

A E. coli é provavelmente a bactéria mais estudada e uma das mais comumente
isoladas no laboratério clinico de microbiologia. As cepas de E.coli biologicamente
significantes para o ser humano podem ser classificadas (baseando na genética e
critérios clinicos) em 3 grandes grupos: comensais, patogénicas intestinais (entéricas
ou diarréicas) e patogénicas extraintestinais (RUSSO &JOHNSON, 2000).

A) E.coli comensal:

Constitui a microbiota fecal facultativa na maioria dos humanos saudaveis, outros
mamiferos e passaros (JAWETZ et al, 1998).Essas cepas de E.coli comensais se
adaptam passivamente com o hospedeiro e ndo causam doencas, sendo que a maioria
origina-se da E.coli do grupo filogenético A (RUSSO & JOHNSON, 2000).



B) E.coli patogénica intestinal:

Raramente sdo encontradas na microbiota fecal de hospedeiros sadios e é
essencialmente obrigatério causar gastrenterites ou colites quando ingeridas em
quantidades suficientes (PELCZAR et al, 1997).Existe neste grupo uma diversidade
filogenética sendo que seus membros derivam dos grupos filogenéticos A, B1 ou D ou
ainda de outras linhagens, portanto ndo possuem uma origem filogenética comum, mas
uma combinacgédo especifica de tragos de viruléncia, os quais podem ter sido adquiridos
através da transferéncia horizontal (plasmidio ou fago lisogénico) de membros
distantemente relacionados na evolugéo das linhagens (RUSSO & JOHNSON, 2000).

A maioria dessas cepas possui habilidade de causar doengas entéricas, porém
sdo incapazes de causar doenca fora do trato intestinal, neste grupo estdo: E.coli
enteropatogénica (EPEC); E.coli enterotoxigénica (ETEC); E.coli enteroemorragica
(STEC/EHEC); E.coli enteroinvasiva (EIEC); E.coli enteroagregativa (EAEC) e E.coli
aderente difusa (DAEC) (RUSSO & JOHNSON, 2000).

C) E.coli patogénica extra-intestinal (EXPEC)

E um grupo que se distingui das E.coli comensais e patogénicas intestinais, sdo
cepas que parecem ser incapazes de causar doencgas entéricas, mas podem colonizar o
trato intestinal e devem constituir aproximadamente 20% das cepas predominantes em
individuos saudaveis (JOHNSON, 1991).

Em contraste com as cepas de E.coli patogénicas intestinais, a aquisicdo das
extra-intestinais pelo hospedeiro é insuficiente para a infeccao ocorrer. No passado a
habilidade de semelhante cepa colonizar assintomaticamente o trato intestinal de
humanos causava consideravel incerteza se a cepa era um patégeno ou meramente
uma cepa comensal oportunista (RUSSO & JOHNSON,2000).



Essas cepas sdo em geral do grupo filogenético B2 ou D e possuem genes para
varias combinacbes de adesinas (P e S fimbria), sistema de aquisicdo de ferro
(aerobactina), mecanismos contra as defesas do hospedeiro (capsula ou antigeno “O”
especifico) e toxinas (hemolisina), caracteristicas reconhecidas como fatores de
viruléncia extra-intestinais (RUSSO & JOHNSON, 2000).

2.5) A E.coli patogénica extra-intestinal (EXPEC)

A E.coli constitui o principal componente da microbiota intestinal da maioria dos
seres humanos, outros mamiferos e passaros, porém €& pouco avaliado que certas
E.coli patogénicas podem causar infec¢des fora do trato intestinal e representar um
perigo maior a saude, do que a E.coli O157:H7 (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

A E.coli pode causar diversas infecgbes extra-intestinais como, por exemplo,
bacteremia (adquirida na comunidade) ou a septicemia, sendo mais comum a infecgéo
do trato urinario (ITU). Todas essas infecgdes levam o hospedeiro a um grupo
heterogéneo de desordens que coletivamente causam consideravel morbidade, perda
de produtividade e aumento de custos para o hospedeiro e para o sistema publico de
saude (JOHNSON & RUSSO, 2002 b).

A infeccao causada por EXPEC ndo tem chamado a atencéo publica como a
infeccdo causada por E.coli patogénica intestinal, talvez isso ocorra porque em
contraste com a E.coli O157:H7, a infec¢do por EXPEC nao ocorre de forma epidémica
e sim discreta, aparentemente n&o é proveniente de alimento contaminado e em muitas
vezes, causa somente uma pequena morbidade no hospedeiro (Ex: cistite) ou um leve
comprometimento ( Ex: inicio de pneumonia), sendo assim a infra-estrutura da saude
publica trabalha constantemente para detectar as infec¢cbes causadas por E.coli
patogénica intestinal tornando-as notéria, enquanto que as infecgbes causadas por
EXPEC néo sao citadas ou dada a devida importancia (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).



2.5.1) Como diferenciar as ExXPEC

Sao responsaveis pela maioria das infeccbes de E.coli extra-intestinal em
individuos ndo comprometidos e diferem das comensais e intestinais através das
seguintes caracteristicas: as comensais sao tipicamente derivadas do grupo filogenético
A ou B1 e séo deficientes da maioria dos fatores de viruléncia (FVs); as E.coli intestinais
patogénicas raramente causam doencgas extra-intestinais, derivam do grupo filogenético
A, B1 ou D ou linhagens que ndo tem um grupo especifico, possuem distintos FVs
como produgdo de shigatoxina (Ex: E.coli O157: H7) que confere adesdo da bactéria
(JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

A ExXPEC deriva predominantemente do grupo filogenético B2 e um pouco menos
do grupo D e de especificos clones desses grupos (JOHNSON et al, 2001 a).A ExPEC
exibe uma ampla extensao de FVs extra-intestinais que permite que a cepa colonize as
superficie das mucosas do hospedeiro, subvertendo os mecanismos de defesa e assim
adquirindo nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento provocando no hospedeiro
uma resposta inflamatoria (JOHNSON, 1991).

As ExPEC sao incapazes de causar doencas gastrointestinais no homem, mas
podem estabelecer prolongadas coloniza¢des assintomaticas no trato intestinal do
hospedeiro, esta bactéria deve ser uma colonizadora intestinal mais efetiva do que uma
cepa tipicamente comensal fecal (JOHNSON 1991; WOLD et al, 1992).

As EXPEC tem constituido 20% das E.coli intestinais, porém é importante dizer
que o isolamento de uma cepa de E.coli em pacientes com infec¢ao extra-intestinal ndo
confere o termo EXPEC, pois uma simples cepa comensal de E.coli também poderia
causar infecgcéo extra-intestinal, para ser considerado ExPEC a cepa de E.coli tem que
ter necessariamente 2 ou mais fatores de viruléncia e estabelecer infeccdo em
individuos saudaveis (JOHNSON & RUSSO, 2002 a; RUSSO & JOHNSON, 2000).



2.5.2) O problema da colonizagéo da EXPEC no intestino humano

O grande risco da colonizagdo das EXPEC no intestino humano seria a
transferéncia horizontal dos FVs, que podem converter cepas comensais em uma
potencial cepa patogénica. Os fatores responsaveis por esse processo representam um
mistério para a comunidade cientifica (JOHNSON et al, 2001 b).

Os genes para multiplos fatores de viruléncia frequentemente estdo juntos em
grandes blocos de cromossomos chamados de ilhas de patogenicidade (PAIls) (RUSSO
& JOHNSON, 2000). Presumi-se que os genes para FVs unem-se nessas PAls pois
ganham vantagem quando presentes em grupo e sendo assim sao transmitidas
horizontalmente para outra bactéria (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

A concentragdo de genes de viruléncia extra-intestinal em certas linhagens de
E.coli tem resultado no conceito de clones virulentos. A existéncia desses clones foi
sugerida pois, eram sempre encontrados em isolados de E.coli em pacientes com
pielonefrite, bacteremia e/ou meningite neonatal quando comparado com isolados
fecais de hospedeiros saudaveis (RUSSO & JOHNSON, 2000).



2.5.3) A prevencéo da infecgdo causada por ExPEC

O primeiro passo para a prevengao seria impedir a colonizagdo das EXPEC nos
sitios anatdbmicos. Pode-se tomar como exemplo quando ocorre a colonizagdo da
vagina por E.coli, esta predispde o hospedeiro a ter ITU. Medidas podem ser tomadas
para reduzir essa colonizagcdo, como o0 uso de espermicidas que irdo promover
mudanca de pH da mucosa vaginal dificultando a colonizag&o bacteriana (STAPLETON
et al,1991).

Uma dificuldade para a prevengao seria o controle dos reservatorios naturais que
sdo em muitos casos parceiros sexuais ou membros da familia os quais s&o portadores
de ExXPEC e podem reintroduzir esse patdbgeno em outros individuos e causar infeccdes
primaria ou recorrente (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

Como a principal caracteristica da ExXPEC & a presenca dos FVs, a melhor
prevencao contra a infec¢ao seria neutralizar a agao dos FVs da bactéria, para que isso
ocorra temos que primeiramente conhecer os mecanismos de acédo de cada FVs para

entao ocorrer a intervencao prevenindo a doenca (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

Em modelos animais a imunizacao ativa ou passiva contra hemolisina, capsula e
fimbria P e/ou fimbria do tipo 1 protege contra infecgcdo por EXPEC que expressam
esses FVs (JOHNSON, 1991). Pode-se utilizar receptores analogos os quais podem
saturar as adesinas bacterianas privando a bactéria de ter receptores na célula do
hospedeiro, além disso, podemos adotar medidas farmacologicas para diminuir a
expressao dos receptores do hospedeiro. Esses sdo um dos caminhos para proteger o
hospedeiro da infec¢cdo por EXPEC em cepas que apresentam a fimbria P e/ou fimbria
do tipo 1( JOHNSON, 1991).

Outra maneira de protecdo seria a vacinagcao. A primeira vacina anti-FVs,
aplicada clinicamente em seres humanos, tem acao contra a fimbria do tipo 1 “Fim H”,
que é comumente encontrada nas ITU, como as cistites (JOHNSON & RUSSO, 2002

a). Futuras vacinas deverdo proteger o individuo contra outras infec¢des extra-



intestinais causadas por EXPEC, que deveréo incluir combinagbes de FVs, porém deve-
se lembrar que é de extrema importancia que se consiga identificar os reservatorios e
formas de transmissdo de ExPEC, para que intervengdes apropriadas possam ser
desenvolvidas para proteger individuos vulneraveis quando expostos a essas cepas.
Associado a isso se deve adotar medidas para bloquear a colonizacao intestinal por
EXPEC, pois desse modo mesmo que o hospedeiro venha a ingerir esse patégeno este
ndo ird colonizar o intestino reduzindo o risco de ocorrer a transferéncia horizontal
(entre EXPEC e cepas comensais de E.coli) e do patdgeno se disseminar para outros
sitios do corpo do hospedeiro (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

2.6 Caracteristicas inerentes ao patdgeno:

2.6.1 Hemolisina

KAYSER (1903 in CAVALIERI et al, 1985) observou que algumas culturas
de E. coli lisavam eritrécitos e que o sobrenadante de cultura contendo E. coli
retinha uma atividade hemolitica apdés serem filtrados através do filtro de
Chimberland.

DUDGEON & PULVERTAFT (1927 in CAVALIERI et al, 1985), relataram
também a atividade hemolitica de culturas de E. coli e acreditavam que essa
hemolise era associada a células de E. coli. Isso s6 foi confirmado quando
LOVELL & REES (1960 in CAVALIERI et al, 1985), obtiveram uma bactéria livre
de hemodlise em um filtrado de caldo infuso de carne.

SMITH (1963) foi o primeiro a demonstrar que sob as mesmas condicdes
de crescimento algumas cepas hemoliticas de E. coli poderiam produzir dois
diferentes tipos de proteinas simultaneamente em placas de agar sangue, que
eram: alfa-hemolisina e beta-hemolisina. A alfa-hemolisina apresenta alto peso
molecular e pode ser excretada pela bactéria, possuindo agdo mais acentuada
sobre linfocitos, ja a beta-hemolisina permanece ligada a parede celular e

manifesta acao inibitoria durante a fagocitose e quimiotaxia.



INUKAY & KODOMA (1965) sugeriram que componentes do caldo de
carne estimulavam a liberagdo de alfa-hemolisina de superficie de célula
bacteriana, isso s6 foi confirmado quando JORGENSEN et al, (1976),
descobriram que a molécula termo estavel presente no caldo de carne era um
importante componente para a producgéo de alfa-hemolisina, a qual era produzida
proporcionalmente.

WALTON & SMITH (1969) descobriram um terceiro tipo de hemodlise
produzida por um mutante resistente ao acido nalidixico o qual foi chamada de
gama- hemdlise.

As hemolisinas sao proteinas que sao secretadas extracelularmente por
algumas cepas de E. coli, as quais possuem uma acao citotoxica para uma
variedade de tipos de células incluindo eritrécitos, fibroblastos, granulécitos e
outros leucocitos humanos (CAVALIERI et al, 1985; KONIG et al, 1986).

Aproximadamente 50% das cepas de E.coli que causam infec¢des extra-
intestinais em humanos secretam a hemolisina. Essas cepas recebem o nome de
hemoliticas, nas quais se observam zonas de hemolise ao redor da bactéria em
placas de agar sangue (HUGHES et al, 1983).

O mecanismo de producdo e excrecdo da hemolisina parece ser
controlado geneticamente (WAGNER et al, 1983; CAVALIERI et al, 1985). Sua
producao é codificada em nivel cromossémico (HULL et al, 1982; HACKER et al,
1983) em isolados de ITU em humanos e em nivel plasmidial em casos de ITU
em animais de laboratorio (MINSHEW et al, 1978; HUGHES et al, 1983; HULL et
al, 1982).

GOEBEL et al.(1974 in CAVALIERI et al, 1985) demonstraram que as
cepas de E. coli hemoliticas possuem um ou mais plasmidios envolvidos na
sintese e secrecao das hemolisinas. Esses plasmidios funcionam como cluster,
mas ainda ndo esta bem esclarecido onde essas proteinas, as hemolisinas, sao
traduzidas e por quais mecanismos sao liberadas (FELMLEE et al, 1985).

Estudos usando a engenharia genética tém demonstrado que em  E.coli
a capacidade hemolitica significativamente contribui para a viruléncia da bactéria
em modelos animais (HACKER et al, 1983; CAVALIERI et al, 1985;



EBERSPACHER et al, 1989) e que essas caracteristicas hemoliticas podem ser
transferidas através da conjugacdo de uma cepa hemolitica para uma néao
hemolitica (SMITH & HALLS, 1967 in CAVALIERI et al. 1985).

Anticorpos contra E. coli hemolitica estdo presentes no plasma de todos
adultos, indicando que a proteina € produzida pela bactéria no hospedeiro
(EBERSPACHER et al, 1989). Pacientes com infecgdes causadas por E. coli
alfa hemolitica mostraram aumento do titulo de anticorpos alfa-hemoliticos,
sendo que essa alfa hemolisina provavelmente contribui para o desenvolvimento
de certas patogenias como a sindrome urémica hemolitica (EMODY et al, 1989).

As amostras de E. coli hemoliticas podem ser isoladas de varias fontes.
Em humanos, uma baixa porcentagem, aproximadamente 12%, das amostras de
E. coli fecal, sdo hemoliticas comparadas com 35 a 50% das amostras de E. coli
hemoliticas causando infecgbes extra-intestinais como: bacteremia, septicemia e
ITU (MINSHEW et al, 1978; HUGHES et al, 1983).

Entre as E. coli causadoras de ITU a producédo de hemolisina &
freqlientemente associada com outros fatores que contribuem para a viruléncia
que seriam: resisténcia a manose causada por uma proteina especifica da pili e
antigenos especificos O e K (HACKER et al, 1983), acreditando-se que a
viruléncia da E. coli seja multifatorial (CAVALIERI et al, 1985).

A hemolisina pode contribuir com o processo da doenca de 3 modos: a)
por ser citotdxica para as células do tecido “in vitro”, logo deve prejudicar as
células “in vivo” e contribuir diretamente para a patologia do tecido; b) afetando
os mecanismos de defesa do hospedeiro (leucocitos e suas fungdes) permitindo
a sobrevivéncia do microrganismo; c) lise do eritrocito, mecanismo através do
qual o microrganismo ira obter ferro para permanecer vivo e talvez para continuar
a sintese de hemolisina (CAVALIERI et al, 1985).

Em estudos clinicos, foi demonstrada a maior incidéncia de E. coli
produtora de hemolisina em pielonifrite aguda (49%), seguido de 40% nos casos
de cistite e 20% nos casos de bacteriuria assintomatica. A producdo de
hemolisina foi mais prevalente nos casos de ITU alta (51%) do que baixa (30%)
(JOHNSON, 1991).



Por meio da analise de viruléncia de E. coli uropatogénica, foi verificado
nao existir relacdo entre a infeccdo causada por cepas mais virulentas e
gravidade dos sintomas. Estudos com experimentagcdo animal mostraram bom
indice de protegcdo com a utilizagdo de vacinas anti-hemolisina, o que reforca a

necessidade de estudos clinicos neste sentido (HUGHES et al, 1983).

2.6.2 Colicina

A colicina V foi descrita ha 8 décadas por GRATIA (1925), como “principio
V” em filtrado de célula livre de E. coli. Essas células eram “aparentemente
normais”, porém capazes de causar lise a outras células, similar a lise causada
por bacteriéfagos, mas com um comportamento diferenciado, pois passavam
através de membrana impermeavel e ainda conferia a bactéria estabilidade ao
cloroférmio e ao soro. Por meio de varios experimentos foi verificado que a
atividade da colicina V parecia ser especifica para certos patdbgenos como
amostras de E.coli, Shigella e Salmonella, sugerindo o seu potencial papel de
viruléncia (GRATIA, 1925 in WATERS & CROSA, 1991; BINDEREIF &
NEILANDS, 1985).

A colicina € uma proteina produzida por algumas amostras de  E. coli, e
sdo classificadas, aproximadamente, em 20 tipos: A, B, |, V entre outros
(DAVIES et al, 1981). Sua producao foi considerada um importante fator de
viruléncia em E. coli invasora, ja que através de experimentos observou-se sua
presenca em grandes propor¢des (SMITH, 1974; SMITH & HUGGINS, 1976 in
DAVIES et al, 1981).

Estudos indicaram que a colicina V deve ser mais comumente produzida

por amostras responsaveis por uma variedade de infecgdes extra-intestinais,



mostrando que a sua producgao deve ser usualmente indicadora da presenca de
determinantes de viruléncia, assim a colicina V é o tipo mais freqientemente
produzido por amostras de E. coli responsaveis por ITU em pacientes
hospitalizados (BINNS et al, 1979).

Varios trabalhos tém mostrado a relagdo do plasmidio COL V (plasmidio
que codifica a colicina V) com o aumento de patogenicidade e o poder invasivo
das cepas (BRENNAND et al, 1989).

SMITH (1974 in DAVIES et al 1981) observou que 78% das E. coli
responsaveis por infecgées em gado produziram colicina V e que a eliminagéo do
plasmidio COL V invariavelmente reduzia a viruléncia das amostras testadas,
sendo reinstalada ap6s a reintroducao do plasmidio por conjugacéo (DAVIES et
al, 1981).

Muitas propriedades tém sido associadas com o plasmidio COL V como:
sobrevivéncia ao soro, resisténcia a fagocitos, mudanca na motilidade, aderéncia
a célula do epitélio intestinal, sistema de captacdo de ferro, entre outras
(WATERS & CROSA, 1991).

O papel do ferro como um modulador de viruléncia tem sido reconhecido,
apesar de ser um nutriente indispensavel para o crescimento bacteriano, néo
esta disponivel livremente nos mamiferos. Assim, a habilidade do patégeno
competir com o hospedeiro por esse elemento vital € considerado ser um pré -
requisito para estabelecer a infecgdo (WEINBERG, 1984 in BINDEREIF &
NEILANDS, 1985), e assim a disponibilidade de ferro no corpo do hospedeiro
infectado é crucial para determinar a habilidade de invasédo e proliferacédo da
bactéria em tecidos e fluidos organicos (WEINBERG, 1978 in WILLIAMS , 1979).
Mesmo em condic¢des limitadas de ferro teremos a sintese de colicina V atraves
do plasmidio COL V, que tem o papel de captar a concentragéo ideal de ferro,
para a bactéria entdo estabelecer a infeccdo no hospedeiro (WILLIAMS, 1979;
WATERS & CROSA, 1991).

Numerosos plasmidios COL V aumentam a resisténcia bacteriana aos
mecanismos de defesa do hospedeiro (SMITH, 1974), possibilitando a

disseminacéo da bactéria para varios outros sitios podendo esta ser isolada de



urina, sangue e uma variedade de outras fontes extra-intestinais (MINSHEW et
al,1978).

2.6.3 Aerobactina

A habilidade de expressar um sistema de alta afinidade para captacao de
ferro tem sido relacionada com a viruléncia em uma variedade de
microrganismos patogénicos para animais e humanos (BINDEREIF &
NEILANDS, 1983).

A doenga produzida por um patdgeno seja sistémica ou localizada, é
influenciada pela habilidade em sequestrar ferro em diferentes sitios do corpo. A
importancia desse tipo de disponibilidade de ferro age como um modulador de
viruléncia de microrganismo, sendo assim tem recebido consideravel atengao
(SHARMA et al, 1991).

A producdo de aerobactina esta relacionada com o aumento da
capacidade de captacdo de ferro, necessario para o transporte de oxigénio
bacteriano, sintese de DNA, transporte de elétrons e metabolismo de peroxidos
(JOHNSON, 1991).

O ferro € um elemento essencial para a sobrevivéncia das bactérias,
incluindo E. coli (MONTGOMERIE et al, 1984). Embora abundante, o ferro é
quantitativamente insoluvel em meio aerdbico e em pH biolégico
(MONTGOMERIE et al, 1984), na maioria das vezes ¢é encontrado
intracelularmente e a quantidade extracelular é ligada a glicoproteinas, a qual
possui grande afinidade (SHARMA et al, 1991). Isto levou a evolugdo de um
mecanismo especial para a solubilizagao e transporte deste elemento.

O ferro uma vez em excesso é toxico e sua assimilagao é regulada em
nivel de membrana em microrganismos, plantas e animais. Em animais o ferro é
internamente reciclado entre varios sitios funcionais e lugares de estoque
(BINDEREIF & NEILANDS, 1983).

O ferro livre disponivel no soro humano € bem limitado, assim a E. coli

desenvolveu uma variedade de mecanismos para promover a aquisi¢cao de ferro



no seu meio ambiente. A E. coli possui pelo menos 2 potentes sistemas para
aquisicao de ferro para permitir ao microrganismo sobreviver no tecido humano
com uma quantidade limitada de ferro disponivel. Um deles é a produgédo de
hemolisina, que provoca a destruicdo da membrana do eritrocito liberando o ferro
em forma de hemoglobina e o outro sistema é a geragdo de moléculas de baixo
peso molecular chamadas de sideroforos, que sdo compostos quelantes de ferro
que solubilizam e sequestram o ferro do tecido do hospedeiro para uso da
bactéria. Existem 2 tipos de sideroforo, o tipo catecol (enterocolina) é encontrado
na maioria das amostras de E. coli e o tipo mediado por hidroxamato
(aerobactina) € encontrado em algumas amostras (MONTGOMERIE et al, 1984;
WILLIAMS & CARBONETTI, 1986; JOHNSON et al, 1988; SHARMA et al, 1991).

A aerobactina foi inicialmente identificada em amostras de
Aerobacter aerogenes (GIBSON & MAGRATH, 1969 in FERNANDEZ-BEROS et
al, 1988) e a enterocolina foi descrita em amostras de Salmonella typhimurium
(POLLACK & NEILANDS, 1970 in FERNANDEZ-BEROS et al, 1988).

Evidéncias sugerem que a aerobactina deve ser o principal mecanismo de
aquisicdo de ferro em isolados de E. coli extra-intestinal, e a hemolisina deve
servir como um mecanismo alternativo na auséncia de genes para aerobactina
(MONTGOMERIE et al, 1984).

A producédo de aerobactina é detectada em grande frequéncia em
amostras de E. coli provenientes da urina e do sangue, mais do que em isolados
fecais de individuos normais, mostrando que a produgéo da aerobactina tem um
importante papel no fator de viruléncia em isolados de E. coli extra-intestinal
(OPAL et al, 1990).

O sistema aerobactina foi o primeiro a ser encontrado associado com
plasmidio COL V (WILLIAMS, 1979); o qual foi particularmente prevalente entre
as amostras de E. coli isoladas de bacteremias em humanos e animais (SMITH &
HUGGINS, 1976 in LINGGOOD et al 1987).

Mais tarde foi observado que o sistema aerobactina poderia ser codificado

por genes cromossomais ou genes localizados em outros plasmidios diferentes



de COL V (VALVANO & CROSA, 1984, BINDEREIF & NEILANDS, 1985;
VALVANO et al, 1986; LINGGOOD et al 1987; MARTINEZ et al, 1987).

O elo entre produgao de aerobactina e a presenga do plasmidio COL V é
classica (WILLIAMS, 1979), mas o elo com a resisténcia bacteriana a antibioticos
também tem sido descrita, pois a codificagdo da producdo de aerobactina é
encontrada em um mesmo plasmidio que determina o padrao de resisténcia aos
antimicrobianos (JOHNSON, 1991). Supde-se que esse plasmidio podera servir,
no futuro, como um carregador ideal levando a disseminacgéo dos caracteres de
resisténcia, ja que as cepas que produzem aerobactina, por serem mais
patogénicas, sdo mais freqiientemente tratadas com antibi6ticos o que ira levar a

uma selecao de cepas resistentes a antibiéticos (MARTINEZ et al, 1987).

2.6.4 Pesquisa de Adesinas

A aderéncia € uma propriedade comum para muitos microrganismos
patogénicos incluindo virus, bactérias Gram positivas e Gram negativas,
leveduras e protozoarios, pois 0 patdogeno ao aderir a estrutura do hospedeiro
evita ser arrastado pelo fluxo normal dos fluidos orgénicos (sangue, urina,
conteudos intestinais). A aderéncia € considerada o primeiro passo da
colonizagdo na superficie da mucosa do hospedeiro e um precedente para a
ocorréncia da infec¢ao invasiva em muitas situagcées (JOHNSON, 1991).

A aderéncia é freqlientemente mediada por uma proteina na superficie da
bactéria chamada adesina (TOMISAWA et al, 1989). Existem varios tipos de
adesinas que reconhecem receptores especificos na célula uroepitelial do
hospedeiro (PERUGINI & VIDOTTO, 1996), e podem ser caracterizadas
sorologicamente e classificadas conforme o perfil de hemaglutinagdo e seus
receptores especificos (SVANBORG-EDEN & HANSON, 1978).

Em 1970, a aderéncia a célula uroepitelial foi reconhecida pela primeira
vez, quando cepas de E. coli que causavam ITU aglutinaram eritrécitos humanos
na presenca de manose. Essas cepas foram reconhecidas como tendo uma
hemaglutinacdo manose resistente (HAMR) (GREEN & THOMAS, 1981). Desde



entdo as adesinas expressas por E. coli uropatogénica tém sido classificadas
como hemaglutininas manose sensiveis (MS) ou manose resistentes (MR),
dependendo de suas habilidades em aglutinar eritrocitos na presenca de
compostos com D-manose (HAGBERG et al, 1981). Hemaglutinas MR tém sido
ainda subdivididas de acordo com suas especificidades para receptores. Com
base nessa especificidade podemos considerar 2 grupos: 0s que reconhecem 0s
antigenos do grupo sangiineo P humano (fimbria P) e outra denominada
Adesina X ou Fimbria X que possui especificidade para receptores
desconhecidos. Um grupo de adesinas X esta associado freqiientemente a

E.coli 075, que tem mostrado afinidade com o antigeno do grupo
sanguineo Dr. e parece ser importante nas infecgbes vesicais (JOHNSON,
1991).

A populacdo bacteriana que causa infecgdo urinaria € heterogénea
quanto a expressao de fimbria P. Através de estudos foi verificado que a fimbria
P esta relacionada com as formas mais severas de infec¢do urinaria, como a
pielonefrite (JOHNSON, 1991). Em geral as amostras de E. coli que causam
pielonefrite freqientemente possuem fimbria tipo 1 em adigdo a fimbria P,
sugerindo que o tipo 1 deve evidenciar o potencial da fimbria P para infectar o
trato urinario superior (LATHAM & STAMM, 1984). Varios autores observaram
que em criangas com ITU causadas por E. coli tem-se uma forte associagéo de
fimbria P com pielonefrite aguda e que as cepas com o tipo 1 sdo igualmente
freqlientes em todos os tipos de ITU (HAGBERG et al, 1981; VAISANEN et al,
1981; KALLENIUS et al, 1981).

HAGBERG et al. (1981) testaram 333 cepas de pacientes de pediatria e
observaram que a maioria das E. coli expressavam ambas as aglutininas MS e
MR, sugerindo que ambas as regides do trato urinario superior e inferior
promovem um meio ambiente apropriado para o crescimento de cepas que
podem expressar ambos os tipos de adesinas.

GREEN & THOMAS (1981) mostraram que E. coli isolada de urina
hemaglutina eritrocitos tipo O humano com muito mais frequiéncia (56%) que

outros isolados urindrios testados (81%) como: Proteus mirabilis,



Klebsiella pneumoniae e outras espécies de Proteus, Enterobacter e Citrobacter
sendo que a E. coli € o mais eficiente agente hemaglutinador e deve estar
relacionada a grande habilidade do organismo em aderir a superficie da
membrana quando comparada com outras enterobacteriaceas.

A capacidade de cepas de E. coli hemaglutinar eritrcitos parece estar
associada com a viruléncia (GREEN & THOMAS, 1981). Através da analise da
hibridacdo do DNA realizada em E. coli foi mostrado que ha um elo entre os
genes: hemolisina (hly) e manose resistente (mrh) em alguns isolados. Esses
fatores devem ter um papel na colonizagédo e na manutencéo do crescimento na
area vaginal e periuretral do hospedeiro (LOW et al, 1984).

A aderéncia bacteriana é manifestada como um fendmeno dinamico,
definido como variagéo fasica onde inicialmente a bactéria se associa ao meio
urinario, e ap6s mudanca de fase ou producdo de adesinas adicionais ha a
adeséo as células uroepiteliais e infecgédo. A bactéria se utiliza desse mecanismo
com maior ou menor intensidade de acordo com as adversidades impostas pelos
mecanismos de defesa do proprio hospedeiro. Em pacientes com alteragbes
anatébmicas e/ou funcionais do aparelho urinario, que se caracterizam pela
formacdo de residuos urinarios ou obstrugdo ao fluxo, e em pacientes
imunocomprometidos, o poder de aderéncia bacteriana encontra-se diminuido,
uma vez que o acesso da bactéria ao aparelho urinario encontra-se facilitado. Da
mesma maneira, a infeccdo em pacientes com aparelho urinario sem
anormalidades parece exigir maior poder de aderéncia por parte do agente
etioldgico. Estudos tém mostrado que a aderéncia bacteriana se manifesta com
maior intensidade nos momentos que antecedem a colonizagdo do aparelho
urinario, diminuindo progressivamente uma vez estabelecida no seu interior
(JOHNSON, 1991).

Foi observando que existe um tropismo entre o tecido do hospedeiro e um
microrganismo em particular e isso € determinado pela quimica entre a adesina
do microrganismo e a estrutura presente na superficie da célula do hospedeiro.
No caso da E. coli uropatogénica, existem mecanismos de tropismo: um é

relacionado ao desenvolvimento da resposta inflamatoria no uroepitélio o qual ira



levar a persisténcia da bactéria no interior do aparelho urinario, e outro no qual a
bactéria se comporta como componente da microbiota intestinal normal
(MAHMOOD et al, 2000).

A adeséo da E. coli através da fimbria do tipo 1 é bloqueada por solu¢des
de D - manose ou alfa - metilmanose, mas n&o por solugbes de outros
monosacarideos ou seus derivados (DUGUID & GILLIES, 1957 in JOHNSON,
1991). As cepas que carregam apenas a fimbria do tipo 1 aderem fracamente as
células epiteliais do trato urinario humano, e assim, sdo mais suscetiveis aos
mecanismos de defesa do hospedeiro, pois frequentemente esta ligacdo é
desfeita na presenca da glicoproteina de TAMM-HORSFALL, que contém
fracbes de manose na sua constituicdo. Ocorrendo a ligagdo bactéria -
glicoproteina, este complexo é eliminado na urina (HAGBERG et al, 1981;
JOHNSON, 1991).

A expressdo de fimbrias P em E. coli isoladas de ITU declina
progressivamente de 70% entre as bactérias isoladas em pielonefrite, para 36%
nas bactérias causadoras de cistite, 24% nas bactérias encontradas em
amostras de urina de portadores de bacteriuria assintomatica e 19% em E. coli
da microbiota intestinal (JOHNSON, 1991).

Os receptores para fimbria P podem ser encontrados em células epiteliais
e néo epiteliais do rim e de todo o aparelho urinario. Também sao encontradas
em células do intestino grosso, o que pode explicar o achado freqliente da E. coli
pielonefritogénica em nivel intestinal (LATHAM & STAMM, 1984).

Aproximadamente, de 5 a 10% das E.coli isoladas das fezes humanas
contém um operon, que é uma estrutura que codifica a biossintese e expressao
funcional da fimbria P. Estudos atuais revelaram que este operon esta presente
em 90% das E.coli isoladas de pacientes com pielonefrite aguda (MAHMOOD et
al, 2000).



2.6.5 Genes de Viruléncia

A adesdo bacteriana a células uroepiteliais € promovida através das
adesinas, as quais, podem ou nado estar associadas a fimbria. Essas adesinas
podem ser diferenciadas usando métodos fenotipicos e genotipicos (BLANCO et
al, 1997). A presenca de multiplas adesinas permite ao patbgeno o
reconhecimento de varios receptores ao longo do trato urinario e deve ser um
importante fator para o desenvolvimento da patogenicidade (GUIGNOT et al,
2000).

Varios genes sado responsaveis pela expressdo de fatores de viruléncia
como: produgdo de hemolisina, produgdo de aerobactina, soro resisténcia e
biossintese das adesinas de E.coli uropatogénica (BLUM et al, 1994).

Em geral, cepas de E. coli que possuem esses tracos fenotipicos
carregam tipicamente um bloco de genes chamado de ilhas de patogenicidade
(PAIls) (GUYER et al, 2001).

As PAIs foram primeiramente definidas por HACKER et al. (1983), e foram
encontradas em uma regidao do DNA (> 30 kb) que estd associada com
organismos patogénicos e ndo sao comumente encontrados no genoma de
E.coli fecal.

GUYER et al. (2001) identificaram 2 tipos de PAIl: PAI |, a qual carrega o
‘operon” para os genes pap e hly os quais codificam fimbria P e hemolisina,
respectivamente, e PAI Il, que possui uma segunda cdpia do operon pap , genes
envolvidos no transporte de ferro e os que codificam o auto - transporte e
secrecao de toxinas (BAUER et al, 2002).

Alguns dos genes encontrados nas PAls sdo denominados de pap (pili
associado a pielonifrite), sfa (adesina S fimbria) e afa (adesina afimbrial) os quais
sao transcritos em um unico segmento de RNA mensageiro e regulados por um
conjunto de seqiéncias comuns de DNA (um operon). Os operons sé&o
comumente encontrados, em sua maioria codificando P ou F, S e Afa (também

designada Dr hemaglutinina) adesinas, respectivamente (BLANCO et al, 1997).



A fimbria P possui varias subunidades uma maior que é a Pap A e trés
menores, Pap E, Pap F e Pap G (estao situadas exclusivamente na extremidade
da fimbria).A Pap A é necessaria para a formacao da fimbria mas n&o para a
aderéncia, ja a Pap F e Pap G sao necessarias para adesédo especifica a
receptores digalactosideos, a Pap E esta relacionada com o ancoramento das
adesinas especificas a fimbria. Sendo assim, pode-se observar que o operon
pap representa uma constelagdo complexa de genes que codificam os
constituintes da fimbria Pap, ou codificam proteinas envolvidas na sua regulacao
(JOHNSON, 1991).

A adesina afimbrial (AFA) é dividida em 2: AFA | e AFA Il, as quais sao
estruturalmente distintas de todas as outras adesinas de E. coli e semelhantes a
uma malha fina e ndo sao visiveis em microscopia eletronica (JOHNSON,1991).

A adesina Pap G vem a ser o maior fator de viruléncia de E. coli
uropatogénica, pois promove a adesao bacteriana a células uroepiteliais. Pap G
pode ser dividido em 3 subclasses ( I, Il e Ill). A classe |l tem sido mostrada ser a
mais predominante em cepas de E. coli que causam pielonefrite e a classe Il €
encontrada em cepas que causam cistite (JANTUNEN et al, 2000).

JANTUNEN et al. (2000) estudaram a fimbria P de E. coli e observaram
que pap G classe Il alelo estd fortemente associado com criangas que
apresentam uma anatomia normal do trato urinario ou uma anormalidade
anatdmica insignificante no trato urinario com pielonefrite. Isto indicou uma
associacdo de fimbria P em criangcas com pielonefrite ndo obstrutiva
(KALLENIUS et al, 1981).

Cepas de E. coli que perdem o gene fimbria P foram encontradas mais
freqiuentemente em criangas com significante anormalidade clinica no trato
urinario. Esta similaridade indica que cepas de E. coli sem o0 gene pap G séo
menos virulentos e podem causar infecgcbes somente em certos grupos de
criancas (KALLENIUS et al, 1981).

Alguns estudos revelaram que existe uma alta freqiéncia do alelo pap G
classe Il somente em criangas com anormalidades do trato urinario. JANTUNEN

et al. (2000) estudando esses genes, observaram uma associagao de cistite em



criangas com urosepticemia em adultos, concluindo que deve existir uma relagao
entre alelo pap G classe |l e alelo pap G classe |ll com casos de urosepticemia
(JANTUNEN et al, 2000).

Os genes de viruléncia estdo presentes em cepas isoladas de criangas
com cistite ou pielonefrite, porém a sua presenca é menor em casos de cistite
(KALLENIUS et al, 1981).

MITSUMORI et al. (1999) realizaram um experimento para observar as
caracteristicas urovirulentas de E. coli em pacientes com prostatite aguda e
pielonefrite, relacionando a presenca dos genes de viruléncia (sfa, foc, pap G
alelo Ill) juntamente com a produgdo de alfa hemolisina e fator necrozante
citotoxico (CNF). Tanto em prostatite como em pielonefrite verificaram a
expressao de fatores de viruléncia similares (exceto para isolados de prostatite
que apresentavam alta porcentagem de cepas ndo hemoliticas). O alelo pap G Il
e gene foc sao mais frequentes que o alelo pap G Il no caso da pielonefrite.

NORMARK et al. (1983) ao trabalharem com cepas de E. coli J96,
observaram que existia uma relacdo entre cepas HAMR que também
expressavam o gene pap, demonstrando um possivel papel do gene pap em um
fenotipo HAMR positivo (GUIGNOT et al, 2000).

Muitos trabalhos foram feitos analisando ITU em mulheres e criangas,
sendo que as mulheres sao influenciadas por muitos fatores néo presentes em
pacientes de pediatria, incluindo: intercurso sexual, praticas anticonceptivas,
alteracbes na aderéncia bacteriana mediada por horménios, propiciando uma
chance maior em desenvolver uma ITU, em virtude dessas diferencas, o papel
dos fatores de viruléncia bacteriano em mulheres deve diferenciar-se do papel
desses mesmos fatores de viruléncia em criangas (STAPLETON et al, 1991).

STAPLETON et al. (1991) ao analisar mulheres com cistite observaram
que 80% dos isolados apresentavam 1 ou mais genes de viruléncia. Essa analise
mostrou que 51% dos isolados de cistite apresentavam 2 ou mais genes de
viruléncia. Os isolados expressando adesina F (41%) eram mais comuns que 0s
que expressavam fimbria P (24%). A expressédo de fimbria P isoladamente foi

bastante incomum entre as criangas, no entanto a expressédo de adesina F



isoladamente foi mais comum em isolados de mulheres adultas (26) do que em
criangas com cistite (4%).

A relativa raridade da expresséo de apenas fimbria P (pap) em adultos ou
criangas com cistite sugere que esta adesina deve conferir algum grau de
tropismo renal para amostras de E. coli que possuem essa particularidade
(KALLENIUS et al, 1981).

BLANCO et al. (1997) analisaram 243 cepas de E. coli isoladas de
pacientes com ITU quanto a presenca de pap, sfa e afa através da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction), e encontraram que 54%, 53% e 2% das
cepas expressavam o genoétipo pap, sfa e afa respectivamente. Os resultados
fenotipicos também foram correlacionados com HAMR e producdo de alfa
hemolisina (Hly) e fator necrozante citotoxico tipo 1 (CNF1). Concluiram que as
amostras de E. coli uropatogénicas geralmente produzem toxinas (Hly e/ou
CNF1) e possuem os genes de viruléncia pap e ou sfa. As amostras de E. coli
isoladas de pacientes com pielonefrite aguda possuem os genes pap e sfa com
freqliéncia maior do que aquelas isoladas de pacientes com cistite ou bacteriuria
assintomatica. Os resultados indicam que pap e sfa devem ter um importante
papel no desenvolvimento e severidade da ITU.

JOHNSON & STELL (2000) ao estudarem a distribuicdo dos fatores de
viruléncia, verificaram que 0s mesmos encontravam-se disseminados na
populagdo, o que sugere uma inser¢cao continua entre as amostras de E. coli, por
outro lado também existe a hipotese de uma disseminagdo através de uma
transferéncia horizontal (CULHAM & WOOD, 2000).

Um fator de viruléncia que merece atencédo € a presenca dos PAls em
varias amostras, e que devem ter sofrido um processo evolucionario para
adaptar-se no hospedeiro humano mantendo genes e tendo um comportamento
uropatogénico ou perdendo genes e tendo um comportamento n&o
uropatogénico. Essa idéia é sustentada pelo fato de que todas as cepas com
somente um tipo de operon (pap ou sfa) apresentam uma fraca aderéncia

bacteriana na célula uroepitelial e a presenca de mais que um operon fimbrial



aumentava a forga da aderéncia da bactéria a célula uroepitelial , aumentando a

chance da bactéria causar infeccao no hospedeiro (SILVEIRA et al, 2001).

2.7 Terapéutica Antimicrobiana

Em 1905 Paul Ehrlich demonstrou a possibilidade da sintese de certas
substancias capazes de danificar especificamente as células do microrganismo
infectante, sem prejuizo para a saude do hospedeiro.Ehrlich introduziu o conceito
de indice quimioterapico - relagéo entre a dose maxima tolerada e a dose minima
curativa: o que propriamente caracteriza a quimioterapia € o emprego de
substancias dotadas de alto parasitotropismo e baixo organotropismo, portanto
de indice quimioterapico elevado (BIER, 1985).

A quimioterapia antimicrobiana comegou em 1935, com a descoberta das
sulfonamidas. Em 1940, foi demonstrado que a penicilina, descoberta em 1929,
poderia ser uma substancia terapéutica eficaz. Durante os 25 anos seguintes as
pesquisas de agentes quimioterapicos concentraram-se nas substancias de
origem microbiana, denominadas de antibidticos. O isolamento, a concentragao,
a purificacao e a producgéo da penicilina em grande escala foram sucedidos pelo
desenvolvimento da estreptomicina, das tetraciclinas, do cloranfenicol e de
muitos outros agentes. Essas substancias foram originalmente isoladas dos
filtrados dos respectivos cultivos de bolores. Posteriormente, outros antibiéticos
foram sintetizados e, nesses ultimos anos, a modificagdo biossintética das
moléculas passou a constituir um método promissor na elaboragdo de agentes
antimicrobianos novos (JAWETZ et al, 1998).

Antes que um antibiético possa agir, ele deve interagir primeiro com
alguma parte do microrganismo patogénico em um hospedeiro. A interacao pode
ser iniciada por um processo de transporte ativo especifico da célula, que serve
para aumentar a concentragcéo intracelular “livre” do antibi6tico, além daquela
que seria atingida por difus&o passiva. A concentracao intracelular do antibiético

€ determinada pelo equilibrio entre influxo e efluxo, ndo havendo necessidade de



ligacdo especifica da droga a nenhum componente intracelular (JAWETZ et al,
1998).

A explicacdo de como o antibiético atua, envolve um ou mais fendbmenos
biofisicos ou bioquimicos muito especificos, que ocorrem na bactéria. Para o
sucesso da quimioterapia é preciso que o processo metabdlico a ser atacado no
microrganismo seja o mais diferente possivel do hospedeiro, e que a leséo real
que faz ou pode ser feita ao paciente pelo antimicrobiano deve ser pesada em
funcéo do grau de risco para sua vida (YOUMANS et al, 1983).

O mecanismo de acao da maioria dos antimicrobianos néo esta totalmente
elucidado. Todavia, esses mecanismos podem ocorrer através da inibicdo da
sintese da parede celular, inibicdo da fungdo da membrana celular, inibicdo da
sintese de proteinas (inibicao da traducao e transcricao do material genético) ou
inibicdo da sintese de acidos nucléicos (JAWETZ et al, 1998).

2.7.1 Grupos de antimicrobianos

1) Betalactamicos

Os betalactamicos sdo compostos que contém um nucleo basico comum,
o anel betalactédmico. Todos os betalactdmicos atuam inibindo a sintese de
parede celular bacteriana e, portanto, sdo ativos contra bactérias em
crescimento. Esta inibicdo constitui apenas uma das atividades desses agentes,
embora seja a mais compreendida. A etapa inicial na acdo farmacolégica
consiste na ligagado do farmaco aos receptores celulares (“proteinas de ligacéo
da penicilina”, PBSs ou penicillin - binding proteins), logo a reagdo de
transpeptidacéo € inibida, e a sintese de peptidioglicano € bloqueada. A préxima
etapa provavelmtente envolve a remocédo ou inativagdo de um inibidor de
enzimas autoliticas na parede celular. Isso ativa a enzima litica e resulta em lise,
se 0 ambiente for isoténico. Num meio acentuadamente hipertonico, as bactérias

transformam-se em protoplastos ou esferoplastos, envolvidos apenas pela



membrana celular.Existem varios tipos de PBPs e cada antibidético pode ter
especificidade maior por um ou varios tipos de PBP. Por atuarem na mesma
membrana, porém em sitios diferentes, tais antibiéticos, quando associados,
podem demonstrar efeito aditivo. As PBPs estao sob controle cromossdmico, e a
ocorréncia de mutacdes pode alterar seu numero ou sua afinidade por farmacos
betalactamicos (JAWETZ et al, 1998).

Sao considerados betalactamicos os seguintes antibioticos: penicilina
(Ampicilina), cefalosporinas de 12 geracéo (cefalotina), 22 geracao (cefuroxima e
cefoxitina), 32 geracdo (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), 42 geracao

(cefepima), monobactamico (aztreonam) e carbapenem (imipenem).

2) Aminoglicosideos

Quimicamente os aminoglicosideos consistem em um aminoagucar e em
uma estrutura em forma de anel denominada aminociclitol (PELCZAR Jr. et al,
1997).

O mecanismo de agédo dos aminoglicosideos consiste em induzir a sintese
anormal de proteinas que se da através de quatro etapas. A primeira etapa
consiste na ligacdo do aminoglicosideo a uma proteina receptora especifica
localizada na subunidade 30S do ribossoma microbiano. Na segunda etapa, o
aminoglicosideo bloqueia a atividade do “complexo de iniciacao” para formacgéao
de peptideos. Na terceira etapa, a leitura da mensagem do RNAm ¢ feita
equivocadamente na ‘“regidao de reconhecimento” do ribossoma; em
consequéncia, ocorre insercdo de um aminoacido errado, no peptideo,
resultando numa proteina ndo funcional. Na quarta etapa, a ligagcdo do
aminoglicosideo resulta na quebra dos polissomas e sua separagdo em
monossomas incapazes de sintetizar proteinas. Essas atividades ocorrem de
forma mais ou menos simultédnea, e o efeito global consiste geralmente num

evento irreversivel: a morte da bactéria (JAWETZ et al, 1998).



Sao considerados aminoglicosideos os seguintes antibiéticos: amicacina,

gentamicina, tobramicina, estreptomicina entre outros.

3) Tetraciclinas

Estes sao antibidticos de amplo espectro, com um sistema de anel
complexo. As tetracilinas formam um complexo insolivel com diversos ions
metalicos e a ma - absorcao das tetraciclinas administradas por via oral pode ser
devida a interacdo com o calcio ou outros sais presentes na dieta (YOUMANS et
al, 1983).

O mecanismo de acgédo das tetraciclinas ocorre através da inibicdo da
sintese protéica a nivel ribossémico. Elas atuam nos ribossomos bacterianos e
de mamiferos, mas tém sua agdo mais intensa na subunidade 30S dos sistemas
bacterianos. A inibicdo da sintese protéica se da ao bloquear a ligacdo do
aminoacil RNAt ativado. Desta maneira, as tetraciclinas impedem a introducao de
novos aminoacidos na cadeia peptidica em inicio. A acéo é inibida e reversivel
com a remoc¢ao do farmaco, podendo-se afirmar que as tetraciclinas possuem
um efeito bacteriostatico (JAWETZ et al, 1998).

4) Quinolonas

O acido nalidixico, sintetizado na década de 1960, foi a primeira quinolona
a ser comercializada e, assim como seus derivados (acido oxolinico, cinoxacina,
acido pipemidico e rosoxacina), foi largamente utilizado no tratamento de
infecgcbes simples do trato urinario, uma vez que somente se concentrava
terapeuticamente neste sistema. Embora ainda sejam muito utilizadas na pratica
médica, as quinolonas foram substituidas com vantagens, pelas fluorquinolonas
desenvolvidas na década de 80.

A norfloxacina foi a primeira fluorquinolona langada no mercado, e suas
indicagbes se limitaram as infecgbes do trato urinario e gastrintestinais. As

demais fluorquinolonas existentes em nosso meio (perfloxacina, ciprofloxacina,



ofloxacina, lomefloxacin e sparfloxacina) possuem vantagens do ponto de vista
farmacocinético, pois sdo capazes de atingirem concentracdes terapéuticas na
maioria dos érgaos e sistemas.

O mecanismo de agéo das quinolonas ocorre por inibicao de uma enzima
chamada DNA - girase, responsavel pelo processo de superespiriiamento do
DNA bacteriano para que o mesmo possa ser acomodado dentro da célula
bacteriana em divisdo. Deste modo, a falta de DNA - girase faz com que o DNA
fique alongado, destruindo a bactéria. S&o, portanto, bactericidas (LOMAR &
DIAMENT, 1998).

5) Sulfonamidas

As sulfas foram introduzidas na terapéutica em meados da década de
1930, e foram os primeiros antimicrobianos eficazes. Elas demonstraram ser
ativas contra uma ampla gama de bactérias. Os antibiéticos descobertos desde
entdo tém sido mais utilizadas devido a sua maior poténcia e ao fato de que as
bactérias desenvolvem rapida resisténcia aos sulfamidicos. Contudo, as sulfas,
sdo amplamente empregadas no tratamento de infecgdes urinarias (YOUMANS
et al, 1983).

Todas as sulfonamidas tém a mesma estrutura central, e diferem uma das
outras em algumas partes da molécula. A estrutura principal € importante porque
se assemelha a estrutura de um composto bioquimico natural denominado acido
para-aminobenzoico (PABA). Muitas bactérias requerem o PABA como um
precursor de uma co-enzima essencial denominada acido tetraidrofélico (THFA).
As bactérias necessitam do THFA para sintetizar aminoacidos e timidina, um
componente essencial ao DNA.

Por se assemelharem ao PABA, as sulfonamidas sdo denomidadas
analogos estruturais ou formas “falhas” de PABA. As enzimas bacterianas podem

muitas vezes ser enganadas, utilizando um analogo estrutural de um substrato



em vez do proprio substrato. Isto geralmente resulta em uma inibigdo competitiva
da atividade da enzima. No caso da sulfonamida, uma enzima bacteriana
denominada diidropteroato sintetase utiliza a sulfanomida em vez do PABA. O
resultado final € que o THFA ndo sera produzido pela célula, sendo assim as
sulfonamidas podem ser considerados compostos bacteriostaticos (JAWETZ et
al, 1998).

As sulfonamidas atualmente sdo combinadas com o trimetoprim que é um
agente antibacteriano sintético analogo estrutural da porcao pteridina do acido
diidrofélico (DHFA) e uma enzima bacteriana denominada diidrofolato redutase
que pode ser facilmente enganada, utilizando-se o trimetoprim em vez do DHFA.
As sulfonamidas e o trimetoprim quando utilizados em combinagéo, produzem
bloqueio sequencial, resultando um acentuado aumento do efeito bactericida
(PELCZAR Jr. et al, 1997).

6) Nitrofuranos

O composto original do qual os nitrofuranos séo derivados é o furfural. O
furfural pode ser preparado a partir de espigas e caules de milho, da casca da
aveia e de outros subprodutos vegetais. A estrutura acida, que constitui a maior
parte de uma molécula furfural € o anel furanico.

O furfural e outros compostos de anel furdnico tem pouca atividade
antimicrobiana. Mas em 1944, dois microbiologistas americanos, DODD &
STILLMAN (in PELCZAR jr. et al, 1997), descobriram que uma propriedade
antibacteriana acentuada poderia ser conferida a estes compostos pela adigéo
de um grupo nitro (-NO2) ao anel furanico, criando assim um nitrofurano, desde
entdo muitos tipos de nitrofuranos tém sido sintetizados.

A nitrofurantoina € um quimioterapico do grupo dos nitrofuranos que age
inibindo a sintese protéica e a respiracao celular e € capaz de danificar o DNA da
célula bacteriana. A acao bactericida € exercida pela redug¢ao da nitrofurantoina

por uma redutase presente na bactéria. (PELCZAR Jr. et al, 1997).



2.7.2 Resisténcia as Classes de Antimicrobianos:

1. Betalactamicos

A resisténcia bacteriana aos betalactdmicos pode ocorrer por 3
mecanismos:

- Producéo pela bactéria de enzimas inativadoras do anel betalactdmico
denominadas betalactamases que podem ser de dois tipos: induzidas por
plasmidio ou cromossdmicas. Alguns antibiéticos deste grupo podem induzir com
maior (cefoxitina) ou menor (ampicilina) freqiiéncia a produgéo destas enzimas,
assim como apresentarem maior (imipenem) ou menor (penicilina G) resisténcia
a acgao catalitica das betalactamases.

- Diminuicdo da permeabilidade da parede celular bacteriana, por mutacéo
de canais porina.

- Mutacdo cromossdmica das PBPs (LOMAR & DIAMENT, 1998).

2. Aminoglicosideos

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ser cromossOmica, e esta
associada a uma perda ou alteracdo de uma proteina especifica na subunidade
30S do ribossoma bacteriano, que atua como sitio de ligacado em microrganismo
suscetiveis. Além disso, microrganismos como bactérias Gram - negativas
podem se tornar resistentes a aminoglicosideos (devido a um plasmidio)
produzindo enzimas de adenilacao, fosforilagdo ou acetilacdo que destroem os
farmacos. Essas sdo enzimas inativadoras. Um terceiro tipo de resisténcia
consiste num “defeito de permeabilidade”, ou seja, uma alteragdo da membrana
externa que reduz o transporte ativo do aminoglicosideo para o interior da célula,
de modo que o farmaco € incapaz de atingir o ribossoma. Com freqiiéncia essa

resisténcia € mediada por plasmidios (JAWETZ et al, 1998).



3. Tetraciclinas

A resisténcia as tetraciclinas ocorre quando os microrganismos modificam
sua permeabilidade ao farmaco, desta forma a resisténcia resulta das alteracdes
na permeabilidade do envoltério celular microbiano. Nas células resistentes, o
farmaco nao é transportado ativamente para o interior da célula, ou é
rapidamente excluido sem atingir concentracdes inibidoras. Frequentemente,

esta resisténcia é controlada por plasmidios (JAWETZ et al, 1998).

4. Quinolonas

A resisténcia bacteriana as quinolonas surge por processo de mutacao da
enzima DNA - girase ou por diminuicdo da permeabilidade da parede celular
(LOMAR & DIAMENT, 1998).

5. Sulfonamidas e Trimetoprim

Os microrganismos resistentes a sulfonamidas desenvolvem uma via
metabdlica alternativa que se desvia da reacéo inibida pelo farmaco.

No caso do trimetoprim os microrganismos resistentes elaboram uma
enzima modificada que tem a capacidade de desempenhar sua fungéo
metabdlica, embora seja menos afetada pelo farmaco do que a enzima no

microrganismo suscetivel (JAWETZ et al, 1998).

De modo geral a resisténcia a agentes antimicrobianos pode ocorrer
através de numerosos mecanismos:

- 0s microrganismos produzem enzimas que destroem o farmaco ativo.

- Os microrganismos desenvolvem um alvo estrutural alterado para o

farmaco.



- Os microrganismos desenvolvem uma via metabdlica alternativa, que se
desvia da reacéo inibida pelo farmaco.

- Os microrganismos elaboram uma enzima modificada que ainda tem a
capacidade de desempenhar sua fungdo metabdlica, embora seja menos afetada

pelo farmaco do que a enzima no microrganismo suscetivel.

2.7.3 Origem da Resisténcia

A origem da resisténcia aos farmacos pode ser:

-Origem nao genética: em geral, a replicacdo ativa das bactérias é
necessaria para a maioria das interferéncias dos agentes antibacterianos.
Consequentemente, os mecanismos que estdo metabolicamente inativos (sem
multiplicacdo) podem ser fenotipicamente resistentes aos farmacos. Todavia, os
descendentes sao totalmente suscetiveis.

Os microrganismos podem perder a estrutura do alvo especifico para um

farmaco em varias geragdes, tornando-se assim, resistentes.

- Origem genética: a maioria dos microrganismos resistentes a farmacos
surge em conseqliéncia de altera¢cdes genéticas e processos subseqientes de
selecao pelos agentes antimicrobianos. Podemos ter 2 tipos:

* Resisténcia cromossdmica: desenvolve-se em conseqiiéncia de mutagéo
espontdnea em um locus que controla a suscetibilidade a determinado agente
antimicrobiano. A presenca do antimicrobiano atua como mecanismo seletivo,
suprimindo os microrganismos suscetiveis e permitindo o crescimento dos

mutantes resistentes aos farmacos.



* Resisténcia extracromossdémica: as bactérias quase sempre contém
elementos genéticos extracromossdmicos denominados de plasmidios que
transportam genes para resisténcia a um ou, quase sempre, varios agentes
antimicrobianos. Genes plasmidiais para a resisténcia antimicrobiana
frequentemente controlam a formagédo de enzimas destruidoras desses agentes
antimicrobianos.

O material genético e os plasmidios podem ser transferidos através:
transducgao, transformacgéo, conjugacao ou transposi¢do (JAWETZ et al, 1998).

A descoberta e o desenvolvimento de novas drogas tém aumentado
desde 1950 e um aumento significante ocorreu entre 1960 e 1990.

Em 1950 ocorreu a introducéo da tetraciclina; 1960 das cefalosponinas de
12 geragéo e o acido nalidixico; em 1970 das cefalosporinas de 22 geragéo e a
sulfametoxazol - trimetoprim; em 1980 as cefalosporinas de 3% geracdo e
fluorquinolonas. Neste periodo muitas drogas foram descobertas e sintetizadas,
as quais apresentavam um largo espectro atingindo patégenos Gram positivos e
negativos, além disso, eram capazes de penetrar sistemicamente em numerosos
tecidos e em variados tipos de infeccao através da administragcéo oral, parenteral
ou ambas (BLONDEAU & VAUGHAN, 2000).

A resisténcia a antibiéticos € um problema que tem sido observado em
paises subdesenvolvidos e também em paises desenvolvidos. Recentemente,
ocorreu um grande numero de epidemias provocadas por organismos com
multipla resisténcia. Um bom exemplo disso aconteceu no Suddo, onde a
infecgdo bacteriana do trato urinario e gastrointestinal € comum e representa a
causa freqliente de morbidade em pacientes ambulatoriais, bem como, em
infecgbes nosocomiais. A maioria das infecgdes é tratada empiricamente e
devido a isto, inumeros estudos indicaram um aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (AHMED et al, 2000).

Assim é de fundamental importancia saber qual o microrganismo que
causa a infecgdo e o seu perfil de susceptibilidade para entdo propor a selecao e

0 uso do antimicrobiano adequado (AHMED et al, 2000)



2.7.4 Antimicrobianos usados na nutricdo animal

Os antimicrobianos tém sido usados na racdo de animais na América do Norte e
Europa ha quase 50 anos. As drogas mais comuns sdo administradas também em
seres humanos como: penicilinas, cefalosporinas e fluorquinolonas. Esses
antimicrobianos s&o incorporados na ragéo animal como terapia massal para infecgéo
ou na auséncia de doenca é utilizado como fator de crescimento, que tem como objetivo
promover um crescimento eficiente do animal. Nos Estados Unidos 50% de todos os
antimicrobianos produzidos sao administrados em animais, a maioria como subterapia
(GORBACH, 2001; PELCZAR et al, 1997).

A transferéncia de E.coli através dos alimentos € comum e tem sido demonstrada
por varios grupos de pesquisa, que alertam que o uso de antimicrobianos na racéo
animal seleciona cepas resistentes e asseguram a sua persisténcia no meio ambiente
(CORPET; 1988; SMITH; 1969). Essa persisténcia ocorre devido a transferéncia
horizontal que se da entre a bactéria ingerida e as bactérias comensais da microflora
intestinal humana, logo esses microrganismos servem como reservatério de genes de
resisténcia que podem ser transferidos para outros membros da microflora ou para uma
bactéria patogénica (GORBACH, 2001; JOHNSON et al, 2001 b).

Os antimicrobianos s6 devem ser utilizados em animais quando houver indicagéo
terapéutica e deve ser recomendado por um médico veterinario habilitado para tal
pratica, devendo ser banido a administracdo de drogas de interesse para o homem
como: fluorquinolonas e cefalosporinas (3° geragéo), para que no futuro ndo tenhamos
um risco definitvo a saude humana determinado pelo uso de concentragdes
subterapéuticas na ragédo animal (GORBACH, 2001).



3. Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram:

1)

Detectar cepas de ExPEC (Escherichia coli patogénica extra-
intestinal) em agougues através da coleta de carne moida (CM),
swabs de moedor de carne (MC) e maos de manipuladores de

alimentos (MM).

Observar a incidéncia dos fatores de viruléncia como: producao
de hemodlise, producdo de colicina, producdo de aerobactina,
pesquisa de adesinas através da técnica hemaglutinagdo e
presenca de genes de patogenicidade (pap: pili associada a

pielonefrite; sfa: adesina S fimbria e afa: adesina afimbrial).

Avaliar o perfil de resisténcia de cepas de EXPEC frente a varias

classes de antimicrobianos.



4. Material e métodos

4.1 Origem das Amostras

As amostras analisadas neste estudo foram provenientes de 23
estabelecimentos como: acougues, supermercados e mercearias da cidade de
Taquaritinga (interior do estado de Sao Paulo). O estudo foi desenvolvido através da
coleta de 200 g de amostra total de carne moida, 23 swabs do moedor de carne (MC) e
23 swabs das maos dos manipuladores de carne (MM), no periodo de margo/2004 a
janeiro de 2005.

4.2 Coleta da Amostra

Para a coleta da amostra foram utilizados swabs estéreis previamente
umedecidos com agua peptonada esterilizada nos quais foram cuidadosamente
passados nas maos dos manipuladores (superficie das méos, entre os dedos, debaixo
das unhas) e no moedor de carne. A carne moida foi colocada no proprio “saco do
consumidor”, todas as amostras coletadas foram acondicionadas em uma caixa térmica
contendo gelo e transportadas para o laboratorio, para serem processadas no mesmo
dia. Foram coletadas 69 amostras (carne moida, moedor de carne e maos dos
manipuladores), destas foram isoladas 287 cepas de E.coli, nas quais 5 cepas foram

caracterizadas como ExPEC.



4.3 Isolamento e Identificagdo das cepas de E.coli

As amostras de carne moida foram preparadas pesando-se assepticamente 25 g
da mesma, em erlenmeyer (500 ml) contendo 225 ml de agua peptonada esterilizada.
Homogeneizou-se, obtendo-se desta maneira a diluigdo inicial de 10™".A partir desta
diluicdo decimal foram preparadas as demais diluigdes decimais sucessivas no mesmo
diluente (10 e 107°). Nos swabs do moedor de carne e das maos do manipulador foram
também realizadas diluicies decimais sucessivas (107, 102 e 10®) utilizando agua
peptonada esterilizada.

Apés as diluigdes, iniciou-se o teste presuntivo utilizando aliquotas de 1 ml das
diluigdes (107", 102 e 10°) em série de 3 tubos contendo 9 ml de caldo lauril sulfato de
sodio, obtendo-se diluigdes de 102,10 e 10™. Esses tubos continham o tubo de
Durham invertido, e foram incubados a 35°C por 24 a 48 horas. Foram considerados
positivos os tubos que apresentaram turvacdo do meio e formacao de gas no interior
dos tubos de Durham.

Para realizacao dos testes confirmatérios, foi transferida uma alga de semeadura
de platina, culturas dos tubos positivos para os tubos contendo caldo verde brilhante
(neste meio a bile e o verde brilhante inibem o desenvolvimento da flora acompanhante
dos coliformes), com tubos de Durham invertidos, e foram incubados a 35°C por 48
horas, nos quais ocorreu a pesquisa de coliforme total. Concomitantemente, foi
transferida uma alga de semeadura de platina as culturas positivas para o caldo EC (é
um caldo que contém sais biliares que inibem o desenvolvimento da microbiota
acompanhante dos coliformes e permite o crescimento de E.coli), contendo tubo de
Durham invertido, e foi incubado a 45,5°C em banho-Maria durante 24 a 48 horas. Apds
a incubacgdo anotaram-se os tubos que apresentaram resultado positivo (formacao de
bolhas de gas nos tubos de Durham e turvagdo do meio de cultura).

As amostras positivas foram semeadas em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB),
com auxilio de uma alga de platina flambada e fria. Essas placas de Petri contendo

EMB, apoés inoculagao, foram incubadas a 37°C por 24 horas. A presencga de col6nias



azuis negras com centro negro e bordas claras a luz transmitida, ou brilho metalico
esverdeado a luz refletida é indicativo de E.coli.

Colbnias aparentemente com suspeita de E.coli foram submetidas a série
bioquimica onde posteriormente, foram semeadas com auxilio de uma agulha de
semeadura em meio Triplice de acucar e ferro (TSI) picando-se o meio até o fundo do
tubo e fazendo estrias no apice e incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura mostrou
uma identificacéo presuntiva de E.coli com a fermentagdo dos 3 agucares existentes no
TSI ( lactose +, sacarose +, glicose +, com producdo de gas). A fermentacéo desses
acucares levou a producao de acidos e modificou a cor do TSI passando de alaranjado
(cor original do meio) para amarelo. A confirmacéo foi realizada com a série bioquimica
(indol +, citrato de Simmons -).

Para testar o indol, o microrganismo foi inoculado com auxilio de uma agulha de
semeadura em tubos de vidro contendo o caldo triptofano, e incubado a 37°C por 24
horas. Ao término desse periodo, foram adicionadas 15 gotas do reativo de Kovac pela
parede do tubo. O desenvolvimento de uma cor vermelha fucsia brilhante na superficie
de contato entre o reativo e o caldo triptofano segundos apds a adicdo do reativo
indicou a presenca de indol - prova positiva. Foi utilizado como controle positivo dessa
prova E.coli e como controle negativo Klebsiella pneumoniae.

Para testar a capacidade da bactéria de utilizar o citrato, como unica fonte de
carbono, o microrganismo foi inoculado com auxilio de uma agulha de semeadura em
uma unica estria na superficie do meio (citrato de Simmons), em seguida o tubo foi
incubado a 37°C por 24 horas. Ao término desse periodo foi realizada a leitura da prova
onde o ndo crescimento ao redor da linha de semeadura deixando o meio inalterado
indicou prova negativa. Foi utilizado como controle positivo dessa prova Enterobacter
aerogenes e como controle negativo E.coli ( EDWARDS & EWING, 1972 ; BERGEY’S
manual,1994).

4.3.1 Meios de Cultura para Isolamento e Identificagdo de E.coli

A) Caldo Lauril Sulfato de Sédio - BIOBRAS
Composicao: Formulagao (g/l) - pH final: 6,8



Cloreto de sOdi.......veeuieeiieeeieeeeeaee 5,00

Fosfato bibasico de potassio.............. ............ 2,75
Fosfato monobasico de potassio........................ 2,75
LaACIOSE...cui i 5,00
Lauril sulfato de s6dio...........coevvviiviiiiiiiiieceennn, 0,1
Peptona de caseina........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiciieeee 20,00

Segundo as instru¢des do fabricante; 35,6 g do meio de cultura foram reidratados com
1000 ml de agua destilada e aquecido ligeiramente. Distribuidos em tubos contendo
tubos de Durhan, de acordo com a quantidade de in6culo. Esterilizados a 121°C por 15
minutos (ndo abrir a autoclave antes da temperatura atingir 75°C para evitar a entrada
de bolhas de ar nos tubos de Durham).

Este meio € recomendado pela APHA (1992) (American Public Health Association) para

deteccao de coliformes em alimentos.

B) Caldo Verde Brilhante (Bile 2%) — BIOBRAS
Composic¢ao: Formulagao (g/l) — pH final: 7,2

Bile bovina........ccoooooveiiiiiiii 20,0
Lactose. ... 10,0
Peptona de gelatina.......................... 10,0
Verde brilhante...........ccoevvvveviinnnninn 0,0133

Foram dissolvidos 40 g em 1 litro de agua destilada e posteriormente distribuidos em
tubos contendo tubos de Durham, de acordo com a quantidade de inéculo. Esterilizou a
121°C por 15 minutos( ndo abrir a autoclave antes da temperatura atingir 75°C, para
evitar a entrada de bolhas de ar nos tubos de Durham).

Esse meio de cultura seletivo é recomendado pela APHA (1992) para pesquisar

coliformes em alimentos de importancia sanitaria.



C) Caldo EC — BIOBRAS
Composicao: Formulagao (g/l) — pH final: 6,9

LaCtOSe. ... 50
Peptona de caseina........cccccccccnn..... 20,0
Sais biliares n®3.......coooviiiiien, 1,5

Segundo o fabricante deve-se dissolver 37 g em 1 litro de agua destilada.
Distribuir em tubos contendo tubos de Durhan de acordo com a quantidade de
in6culo. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Este meio é recomendado pela APHA (1992) para deteccgéo de coliformes

fecais em alimentos

D) Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) — BIOBRAS
Composicao: Formulacao (g/l) — pH final: 7,2

Agar bacterioldgico..........ccccoevvvieeeennen 13,5
Azul de metileno........ccoooveviiviiiiinns 0,065
BOSINA Y ..o 0,4



Fosfato bibasico de potassio.................. 2,0

LactoSe.....ooeeie e 5,0
Peptona de gelatina...........ccccccceeeeee 10,0
Y= Tor= [ (o 1T T 5,0

Segundo o fabricante deve-se dissolver 36g em 1 litro de agua destilada.
Aquecer frequentemente e ferver por 1 minuto. Esterilizar a 121°C por 15
minutos, esfriar até 45 a 50°C. Distribuir em placas de Petri estéril . Apods
solidificar o meio deve ser armazenado de 2 — 8°C.

Este meio € uma modificagcdo da formula de Holt-Harris e Teague usada

para isolamento e diferenciagao de enterobactérias.
E) Agar Triplice de Aclcar e Ferro ( Triple Sugar Iron Agar) - OXOID

Composicao: Formulacao (g/l) - pH final: 7,4

Extrato de carne.......................... 3,00
Extrato de levedura....................... 3,00
Peptona.......cccceieiiiiiiee 20,00
Cloreto de sOdio..........cccuvvvvrvreeennn. 5,00
Lactose.......cccoveeieiii e 10,00
SacCaroSe......ccccceeeeeeeiiiieeeeenn 10,00
GliCOSe....cievieiieeee e, 1,00
Citrato de ferro......coooveveeeeeieennneennn. 0,30

Tiosulfato de sédio...............cccce. 0,30
Vermelho de fenol ...........c.ccccceeee. g.s.
o £ | PSRRI 12,00

Segundo instru¢des do fabricante, 65g do meio de cultura foram reidratados com 1000

ml de agua destilada e em seguida levado a fervura para dissolver completamente,



posteriormente foi distribuido em tubos de vidro de 12 X 100 mm e esterilizado em

autoclave a 121°C por 20 minutos. Deixando o meio solidificar na posi¢ao inclinada.

F) Indol — Caldo triptofano (triptofano a 1%) — pH final: 8,0

Composicao: Formulacao (g/ml)

Peptona ou digerido pancreatico de caseina (tripticase)................. 2,009
Cloreto de SOUI0. ... .. 0,50 g
Agua destilada...........ooouieieeeee e, 100,00 ml

Foram misturados todos os itens acima para obtengéo do caldo triptofano a 1%, em
seguida foram distribuidos aproximadamente 3,0 ml do caldo em tubos de vidro de 12 X
100 mm e autoclavado a 121°C por 20 minutos ( KONEMAN et al,1993).

Reativo de Kovac

Composigao: Formulagao (ml)

Alcool amilico ou isomilico puro............c.cceveveveueen... 150,00
P-Dimetilaminobenzaldeido...........ccoccoveveviiiiiiaien 10,00
Acido cloridrico concentrado...........cooveveeveeecveeeneann 50,00

G) Citrato de Simmons (Simmons Citrate Agar) - DIFCO
Composicao: Formulacao (g/l) - pH final: 6,8

Sulfato de magnésio............euvevveiiiiiiiiieiiiiiris 0,20
Fosfato de aménio monobasico.........cccccceevviiiiiinieennn.. 1,00
Fosfato dipotassiCo...........coovvviviiiiiiiiiiiiccecee e, 1,00
Citrato de SOIO........ccuvvviiiieiieee e 2,00

Cloreto de SOAIO... .. e 5,00



Segundo as instrugbes do fabricante, 24,29 do meio de cultura foram reidratados em
1000 ml de agua destilada e levado a fervura para dissolugdo completa , em seguida o
meio foi distribuido em tubos de vidro de 12 X 100 mm e esterilizado a 121°C por 20

minutos. O meio foi solidificado na posigéo inclinada.

4.4 Manutencao das Amostras de E.coli

Apds o isolamento, cada uma das amostras obtidas foi mantida de duas

maneiras:

1) Através de repique semanal em placas de Petri ou quinzenal em tubo de agar

inclinado, sempre em meio de LB ( Luria Bertani) e conservadas a 4°C em geladeira.

2) Em freezer a -20°C em tubos de plastico de microcentrifuga contendo glicerol

15% e crescimento bacteriano em LB liquido.

4.5 Testes Utilizados para Pesquisa de Fatores de Viruléncia em E.coli

4.5.1 Produgao de Hemolisina

A capacidade hemolitica foi testada semeando-se as amostras com auxilio de
uma alca de semeadura em placas de Petri com agar Mueller-Hinton contendo 5% de
sangue de carneiro desfibrinado (gentiimente cedido pelo biotério da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - FMRP), onde apés incubacdo a 37°C por 24 horas a
producdo de hemolisina foi verificada pela presenca de um halo de hemdlise ao redor
das colénias ( WATANABE et al, 1988 ; MOBLEY et al, 1990).



Agar sangue

Composicao:
Agar Mueller-Hinton q.5.p.......ccccoeveeeeeieeee e 100,00ml
Sangue desfibrinado g.S.p......eeeveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 5,00 mi

Antes da obtencéo do agar sangue foi preparado a sua base( agar Mieller-Hinton), a
qual apés autoclavada foi resfriada a uma temperatura aproximada de 40 a 50°C e
adicionado assepticamente o sangue desfibrinado com o auxilio de uma pipeta estéril.
Foi misturado cuidadosamente o sangue e a base, evitando-se a formagéo de espuma.
O meio foi distribuido em placas de Petri previamente esterilizadas de 15 X 90 mm, em
aliquotas de cerca de 20 ml. Apdés solidificagéo as placas com o meio de cultura foram
testadas quanto a sua esterilidade sendo colocadas em estufa a 37°C por 24 horas e

logo em seguida utilizadas ou estocadas em geladeira a 4°C por até 7 dias.

Agar Mueller-Hinton ( Miieller-Hinton Agar) - OXOID

Composicao: Formulacao (g/l)

Infus@o desidratada de carne..........ccccevvvvveviienenenn. 300,00
Hidrolisado de caseina...........ccccccoeeviiiiiiiiiiien s 17,50
AMIdO...co i 1,50
AQA .. 17,00

Segundo instrugdes do fabricante, 38g do meio de cultura foi dissolvido em 1000 ml de
agua destilada e levado a fervura para dissolugdo completa, a seguir o meio foi
esterilizado e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Ap6s esterilizacao foi aliquotado

100 ml para ser utilizado como base para o preparo do agar sangue.



4.5.2 Teste da Hemaglutinagao

As amostras foram examinadas quanto a presenga de hemaglutininas sensiveis
ou resistentes a manose por uma técnica de aglutinacédo em lamina ( MINSHEW et al,
1978; LATHAM & STAMM, 1984).

Para este teste foram utilizados 2 tipos de hemacias :

e Humana: do tipo sanguineo 0 ,P4 positiva ( gentilmente cedida pela Fundagéo
Hemocentro de Ribeirdo Preto-FUNDHERP), coletadas em 3,8% de citrato de sodio,
lavadas 3 vezes em PBS ( solugéo tampéo fosfato) e ressuspensas em PBS numa
concentracao de 3%.

e Cobaio: (gentiimente cedida pelo biotério da FMRP), coletadas em solugéo de EDTA,

lavadas em PBS e resuspensas em PBS numa concentracéo de 1%.

As hemacias foram colocadas em um frasco estéril e conservadas em geladeira

a 4°C por um periodo maximo de 20 dias devido a degradac¢ao das hemacias.

As amostras a serem testadas foram previamente semeadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e incubadas a 37°C por 24 horas para posteriormente serem utilizadas
no teste de hemaglutinagéo.

Para realizagéo do teste foi colocado em uma Iamina: 1 gota da hemacia humana
a 3% em PBS, 1 gota da suspensao bacteriana previamente crescida em caldo BHI e 1
gota de PBS com 2% de manose.Com auxilio de um palito de madeira estéril as
solugbes foram misturadas e a seguir a lamina foi agitada manualmente por
aproximadamente 60 segundos. As cepas de E.coli que aglutinaram os eritrocitos
humanos na presenca de manose foram denominadas de manose resistente (HAMR) e
sado consideradas possuidoras de fimbria P.

Em outra lamina foi colocada 1 gota da hemacia de cobaio a 1% em PBS,1 gota
da suspensao bacteriana crescida em caldo BHI e 1 gota de PBS com e sem manose a
2%, com o auxilio de um palito de madeira estéril as solugbes foram misturadas a

seguir a lamina foi agitada manualmente por aproximadamente 60 segundos. As



amostras de E.coli que nao aglutinaram os eritrocitos de cobaio na presenca de
manose foram denominadas de manose sensivel (HAMS) e sdo consideradas

possuidoras de fimbria tipo 1.

PBS ( Phosphate Buffered Saline) - Solugdo Tampéo
Composicao: Formulagao (g/l) - pH final: 7,5

NaCl......cooiiiiiii 8,00
KClL e 0,20
KH2PO4......ocoooo 0,20
NazHPO4.12H20....coeieeie 2,90

Os componentes foram adicionados a 1000 ml de agua destilada a seguir a solugéo foi
autoclavada a 121°C por 20 minutos (BIER, 1985).

Caldo Infuso de Cérebro e Coracgéo( Brain Heart Infusion - BHI) - DIFCO
Composicao: Formulacao (g/l)

Infus&o de cérebro bovino .............cocceee. 200,00
Infusdo de coragdo bovino..........ccccceevveeeeeen. 250,00
Proteose peptona .............ccooee 10,00
Bacto-dextrose..........ccceeveeiiiiiiiiiii e 2,00
Cloreto de SOdi0......oeeivviiiiiiiii e 5,00
Fosfato dissOdiCo.........cooceeviiiiiiiiiiiiieceeees 2,50

Segundo as instru¢des do fabricante, 52g do meio de cultura foram reidratados com
1000 ml de agua destilada, e levado a fervura para dissolugcdo completa do meio, a

seguir foram distribuidos aproximadamente 3,0 ml em tubos de vidro 12 X 100 mm e



autoclavado a 121°C por 20 minutos. O meio foi testado quanto a sua esterilidade

sendo colocado na estufa a 37°C por 24 horas antes da sua utilizacao.

Manose 2%

Composicao:

Apo6s a PBS ser autoclavada, foi retirada uma aliqliota de 100,00 ml e misturada com
2,0g de D-manose, apos total homogenizacédo a solugéo foi filtrada para esteriliza-la
utilizando-se a membrana Millipori (0,22 um) e entéo estocada em frascos de vidro para

posterior utilizag&o.

4.5.3 Produgao de Colicina

As amostras foram coletadas com auxilio de um palito de madeira estéril a partir
de uma cultura recente em meio LB e inoculadas em uma nova placa de LB a qual foi
incubada a 37°C por 24 horas. ApoOs este procedimento as placas foram invertidas e
expostas aos vapores de cloroformio por 15 minutos (o cloroférmio foi colocado nas
placas com auxilio de uma pipeta automatica, aproximadamente 1000 ul em cada
placa) promovendo a lise bacteriana. Posteriormente as placas foram mantidas semi
abertas por 30 minutos em campo estéril. Em seguida as culturas foram cobertas com
uma camada de 4,0 ml de meio LB semi- sélido acrescido de 1,0 ml de uma cultura
recente de E.coli MA 335 a qual é sensivel a colicina (Gentilmente cedida pela Dra.
Marilda Carlos Vidotto - Universidade Estadual de Londrina), diluida 10 vezes em meio

LB. Ap6s completa solidificacdo as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A



presenca de halos de inibicdo de crescimento da E.coli MA 335 ao redor das colbnias
indicaram a producdo de colicinas pelas amostras que estavam sendo testadas (
MINSHEW et al, 1978; VIDOTTO et al, 1990).

LB meio - Luria Bertani ( Luria Bertani Medium) - DIFCO
Composicao: Formulacao (g/l) pH final: 7,0

Triptona......oooiii 10,00
Extrato de levedura..........ccoveeveeieiiein.. 5,00
Cloreto de sOdio......cveuveeeieeeieeeeeeeaen 10,00

Os produtos acima foram diluidos em 1000 ml de agua destilada, levados a fervura
para dissolugdo completa e autoclavados a 121°C por 20 minutos. Para utilizagdo em
placa foi acrescentado 20,0g de agar, para utilizagcdo em tubo o meio foi distribuido em
tubos de vidro de 12 X 100 mm em um volume aproximado de 3,0 ml. O meio foi
testado quanto a sua esterilidade sendo colocado na estufa a 37°C por 24 horas
(SAMBROCOK et al, 1989).

LB semi-solido

Composicao: Formulacao (g/l)

Triptona........coovvieeeeiiiei. 10,00
Extrato de levedura...................... 5,00
NaCl......oooee e 5,00
o £ PSRRI 4,00

Os componentes foram todos diluidos em 1000 ml de agua destilada, misturados até
completa homogeneizagéo, em seguida foi distribuido em tubos de vidro de 18 X 200

mm um volume de 4,0 ml e autoclavado a 121°C por 20 minutos.



4.5.4 Produgao de Aerobactina

As amostras bacterianas foram previamente semeadas em placas contendo o
meio LB e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, com auxilio
de um palito de madeira estéril (para evitar a presenca de ferro), colénias foram
retiradas do meio e transferidas para um tubo de vidro de 12 X 100 mm contendo 3 ml
de caldo LB

No caldo LB foi obtido o crescimento das amostras bacterianas através da
incubacao a 37°C por 24 horas. A seguir foi preparado o meio M9 contendo bipiridina,
(1,30 ml de M9 e 80 pl de bipiridina foram colocados em um tubo de vidro 12 X 100 mm
e levados a estufa a 37°C por 30 minutos para ocorrer a quelacao do ferro). Apos este
prazo esta solucao foi misturada a 20 ml de agar a 2% e distribuida em placa de Petri
estéril. Apos solidificacdo do meio foram inoculadas, com auxilio de uma pipeta
automatica, as amostras que cresceram previamente no caldo LB. A placa foi incubada
a 37°C por 24 horas, esta etapa da prova é chamada de indug¢ao. Apos ter promovido a
inducdo, foi preparada uma nova placa de M9 com bipiridina, usando o mesmo
procedimento citado acima, sé que no final dos 30 minutos de incubacgao foi adicionado
0,1 ml da suspenséo de E.coli indicadora LG 1522 previamente crescida em caldo LB
(amostra gentilmente cedida pela Dra. Marilda Carlos Vidotto), e foram acrescentados
20 ml de agar 2%. Apds solidificagcédo da placa foram semeadas as amostras ja
induzidas (retiradas da placa de indugéo), com o auxilio de um palito de madeira estéril.
Apds inoculacdo a placa foi incubada a 37°C por 24 horas. Apos este periodo foi
realizada a leitura do teste o qual foi considerado positivo para aerobactina quando
ocorre o crescimento da LG1522 ao redor das amostras inoculadas. Foi utilizado em
todas as placas testadas o controle positivo de E. coli LG 1315 (gentilmente cedida pela
Dra. Marilda Carlos Vidotto) (CARBONETTI & WILLIAMS,1984; VALVANO et al,1986).



Bipiridina - 50 mM ( Solugéo estoque)

Diluente alcool etilico Merck........ccccec....... 100,00 ml

Bipiridina.......c..uoiiiiiii 0,78g

Glicose 20% (Solugao estoque)

Composicao: Formulacao (P/V)

Glicose........cccovviiiviiiiinns 20,00 g
Agua Milli Q.........c..co....... 100,00 ml

Apds misturar os 2 componentes a solucao foi filtrada para esteriliza-la utilizando-se

membrana Millipori (0,22 pm).

Glicose 0,2% (Solug&o uso)
Foi preparada a partir da glicose 20%, onde 1 ml da solugéo glicose 20% foi misturada

a 100 ml de agua Milli Q, e posteriormente filtrada para esteriliza-la com membrana
Millipori.

Tiamina (Solugao estoque)
Composicao: Formulacao (P/V)

Tiamina........cccvvevvviiiiieeeee, 0,10¢g
Agua Milli Q......cocoovvernen 100,00 ml

Apos misturar os 2 componentes acima a solucdo foi filtrada para esterilizagéo,
utilizando-se membrana Millipori.



Tiamina (Solugéo uso)
Da solugdo acima preparada foram retirados 5 pl, os quais foram dissolvidos em 20,0

ml de agua Milli Q autoclavada.

Triptofano (Solugéo estoque)

Composicao: Formulacao (P/V)

Triptofano........cccccceeeiiiiiiiiinee, 0,10 g
Agua Milli Q ...ooovveveee 10,00 ml

Apos misturar os 2 componentes acima a solucdo foi filtrada para esterilizagdo

utilizando-se membrana Millipori.

Triptofano (Solugéo uso)
Da solugédo acima preparada foram retiradas 2 pl e dissolvidas em 8,0 ml agua Milli Q

autoclavada.

Agar 2%

Composicao: Formulacao (P/V)

Dissolver bem os componentes, distribuir 20,0 ml em tubos de vidro 18 X 200 mm e

autoclavar a 121°C por 20 minutos.

Meio Minimo M9 (20 X concentrado)
Composicao: Formulacao (P/V) pH final: 7,4

NazHPO4....ceiiiiiiiiiiee 20,00 g



NACH .., 2,00g

NHACL ..o 4,009

CasaminOACido...........ueuvveueveviininiiiiinnnnns 20,00 g
Agua Milli Q.(9.8.P.).cveeveeeereeieeeeeenann, 200,00 ml

Apos a dissolugdo dos componentes, o meio foi autoclavado a 121°C por 20 minutos.
Posteriormente a autoclavagao foram acrescentados ao meio 40,0 ml de glicose 0,2%,
20,0 ml de tiamina e 8,0 ml de triptofano (apds acrescentar os aminoacidos no meio M9
a concentragdo do meio passou de 20 para 15 X concentrado e apds a adigao do agar

ficou 1 X concentrado).

4.5.5 Determinacéo de Resisténcia aos Antimicrobianos.

O método empregado foi da difusdo do disco, o qual proporciona a avaliagéo
qualitativa da sensibilidade (BAUER et al, 1966).

As amostras foram cultivadas em 3,0 ml de TSB (caldo tripticase de soja) até
atingirem um inéculo padronizado (escala 0,5 de McFarland), correspondente a 10°
células/ml.

Com o auxilio de “swabs” estéreis, o inéculo foi semeado em placas contendo
agar Mueller-Hinton (Difco), de modo a obter uma semeadura uniforme.

Os discos de papel de filtro impregnados com quantidades especificas dos
diversos antimicrobianos foram aplicados sobre a placa de agar Mueller-Hinton
previamente semeada e colocadas na estufa a 37°C por 24 horas. Apo6s este tempo a
leitura foi realizada comparando-se o didmetro do halo de inibicdo de crescimento com
parametros de interpretacdo para a leitura desses halos (NCCLS, 2000). As cepas de
E.coli usadas como controle de qualidade foram ATCC 25922 e ATCC 35218.



Antimicrobianos testados: acido nalidixico (NAL,30ug), amicacina (AMI, 30 pug),
amoxicilina (AMO, 10 pg), amoxicilina + acido clavuléanico ( AMO/CLA, 30 ug),
ampicilina (AMP, 10 png), cefalotina (CFL, 30 pg), ceftriaxona (CRO, 30 pg),
ciprofloxacina (CIP, 5 ug), cotrimoxazol (COT, 25 pg), estreptomicina (EST, 10 ug),
gentamicina (GEN, 10 ng), tetraciclina (TET, 30 pg). Os antimicrobianos citados séo de
procedéncia de CEFAR Diagnéstica Ltda. e/ou CECON Diagnostica Ltda.

4.5.6 Preparacao do DNA Bacteriano para Amplificagcéo

O DNA a ser amplificado foi liberado do microrganismo por fervura.

A bactéria foi crescida em Luria Broth sem glicose (10 g tripitona + 5 g extrato de
levedura + 5g de NaCl por litro, pH 7,0) por 18 horas a 37°C.

A bactéria foi coletada a partir de 1 ml de uma cultura de Luria Broth que cresceu
durante a noite. Apds centrifugacao (12.000 rpm por 30 segundos) o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado resuspendido em 200 ul de agua Milli Q autoclavada. A
centrifugacdo e resuspengédo foram novamente realizadas e por ultimo o precipitado é
resuspendido em 200 ul de agua Milli Q. O tubo foi incubado por 10 minutos a 100°C,
para que ocorra a quebra da parede celular. Apos a centrifugagéo do lisado (12.000 rpm
por 10 segundos), 150 ul do sobrenadante foi estocado a -20°C como estoque de DNA
molde (DNA Template)(KESKIMAKI et al, 2001).

4.5.7 Amplificagédo dos fragmentos de DNA através da técnica da PCR

Foram utilizados trés jogos de primers de 25 sintetizados pela INVITROGEN,
cada um dos jogos foi utilizado para amplificacdo de um dos trés operons fimbriais
estudados, pap, afa e sfa.O PCR foi realizado em um volume de 50 pl contendo 10 pl

do DNA template; 0,5 uM de cada um dos primers, 200 uM de cada um dos quatro



dioxynucleotideo trifosfato, 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 1,5 M MgCl, e 2U de Taq DNA
polymerase (AMERSHAM Biosciences). As reacbes foram recobertas com 6leo mineral
para evitar evaporacao.

A amplificagdo por PCR consistiu de um ciclo inicial de desnaturacdo de 94°C
por 2 minutos seguidos por 25 ciclos de desnaturagédo a 94°C por dois minutos,
anelamento a 65°C por um minuto, extensao a 72°C por 2 minutos e um ciclo final de
extensdo a 72°C por 10 minutos em um aparelho de PCR (ELMER LETUS). Segundo o
protocolo estabelecido por LE BOUGUENEC et al. (1992), apds processo de
amplificacao, dez microlitros da mistura de reacao foram analisados por eletroforese em
um gel de agarose a 2%, e os produtos da reagéo foram visualizados apds marcagao
com brometo de etideo. Um controle da reagéo (branco) o qual continha todos os
componentes da mistura de reacao exceto o DNA molde,foi incluido em cada reacgéo de
PCR.

Tabela 1: Sequéncia de bases e tamanho esperado do produto amplificado pelos

primers de oligonucleotideos utilizados na PCR.

Primer Sequéncias de oligonucleotideos (5-3’) Tamanho da

sequéncia amplificada

pap 1 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 pb
pap 2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 328 pb
sfa 1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410 pb
sfa 2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 410 pb
afa 1 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 750 pb

afa 2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 750 pb




5. Resultados

Neste estudo foram avaliadas cepas de E.coli isoladas de varios
estabelecimentos como: agougues, supermercados e mercearias do municipio de
Taquaritinga — SP, para pesquisa de fatores de viruléncia, os quais caracterizam
EXPEC. Foram coletadas 69 amostras oriundas de carne moida e de swabs das maos
dos manipuladores e moedores de carne. Obteve-se 287 cepas de E.coli, as quais 5
delas foram caracterizadas como EXPEC (3 de carne moida e 2 do moedor de carne).

Através da inspecdo visual os maquinarios, aparentemente, apresentavam-se
limpos, porém pelos resultados obtidos (Tabela 2), pode-se verificar que a higienizacao
dos mesmos era realizada de maneira incorreta e insuficiente para eliminar os

microrganismos patogénicos.

Tabela 2. Distribuicdo dos fatores de viruléncia de cinco cepas de ExPEC isoladas de

acougues do municipio de Taquaritinga — SP de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Amostras/fonte  Aerobactina Colicina Hemaglutinagdo Hemolisina
647/carne + + Fimbria P +
Fimbria Tipo 1
685/carne + 0 Fimbria Tipo 1 +
738/moedor + + Fimbria P 0
Fimbria Tipo 1
822/moedor + + Fimbria P +
Fimbria Tipo 1
919/carne + 0 Fimbria Tipo 1 +

+: teste positivo; 0; teste negativo

De acordo com a distribuicdo dos fatores de viruléncia pesquisados, pode-se
observar que existe na maioria das cepas de ExPEC a presenga de pelo menos 3

fatores de viruléncia que € uma das principais caracteristicas dessa classe de E.coli.



Ao analisar a tabela abaixo, observa-se a grande freqiéncia de aerobactina
(100%) e hemolisina (80%), fatores de viruléncia importantes para a bactéria adquirir

ferro.

Tabela 3. Analise da expressdo dos fatores de viruléncia de cinco cepas de ExPEC
obtidas de agcougues do municipio de Taquaritinga — SP de margo de 2004 a janeiro de
2005.

Fatores de viruléncia Numero de cepas Porcentagem
Hemolisina 4 80%
Colicina 3 60%
Aerobactina 5 100%
Fimbria P 3 60%
Fimbria Tipo 1 5 100%




Ao analisar a Tabela abaixo, observa-se que todas as cinco cepas de ExXPEC
testadas apresentaram fimbrias, seja fimbria P na qual temos a aglutinagdo de
eritrécitos humanos na presenga de manose e por isso sdo denominadas MR (manose
resistente) e/ou cepas que n&o aglutinam eritrocito de cobaio (porquinho da india) na
presenca de manose, as quais sao denominadas de MS (manose sensivel) e sao

consideradas possuidoras de fimbria tipo 1.

Tabela 4. Tipos de hemaglutinagdo das cinco cepas de ExPEC isoladas de agougues

do municipio de Taquaritinga — SP de marco de 2004 a janeiro de 2005.

Aglutinagao de Eritrocito
Grupo Humano Cobaio N° de cepas
I MR MS 3
Il MR MR 0
1l MS MS 2

Grupo |: cepas que causam ambas, HAMR em eritrécito humano e HAMS em cobaio; Grupo II: cepas que
causam HAMR em ambos, eritrécito humano e em cobaio; Grupo lll: cepas que causam HAMS em
ambos, eritrocito humano e cobaio. HAMR: hemaglutinagdo manose resistente; HAMS: hemaglutinagéo

manose sensivel



Na Tabela 5 foi verificada a presengca do gene de viruléncia pap isolada em 3
cepas de ExXPEC, sendo que 2 dessas cepas (66%) apresentavam fimbria do tipo 1
associada com a fimbria P (associacao que permite a bactéria uma aderéncia mais forte
a superficie do epitélio do hospedeiro), enquanto que na associagéo dos genes pap-sfa
foi observada uma distribuigédo igual entre cepas que apresentavam apenas fimbria do
tipo 1 e que apresentavam fimbria P mais fimbria do tipo 1, nenhuma das cepas
analisadas foi detectada apenas a presenca da fimbria P. O gene afa nao foi

evidenciado em nenhuma das cepas analisadas

Tabela 5. Correlacéo da presencga de genes de viruléncia e a presenca de fimbria em
cinco cepas de ExPEC isoladas de agougues do municipio de Taquaritinga — SP de

marco de 2004 a janeiro de 2005.

Genes de viruléncia Fimbria P% Fimbria tipo 1% Fimbria P + Fimbria
(n°® amostras) (n°amostras) (n°amostras) tipo1
(n°amostras)
pap(3) 0 33%(1) 66%(2)

pap-sfa(2) 0 50%(1) 50%(1)




Ao analisar a distribuicdo do perfil de resisténcia das cinco cepas de ExPEC
(Tabela 6), foi observada uma grande porcentagem de resisténcia a estreptomicina e
tetraciclina (80%) e também ampicilina e cefalotina (60%). Os antimicrobianos que
apresentaram melhor resposta foram: amoxicilina-acido clavulanico e ceftriaxona, com
0s quais se obtiveram 100% de sensibilidade, demonstrando que s&do drogas bem
empregadas. A amicacina, amoxicilina, ciprofloxacina e gentamicina apresentaram uma

porcentagem de resisténcia de 20%.

Tabela 6. Perfil de resisténcia e sensibilidade de isolados de ExXPEC obtidos de

acougues do municipio de Taquaritinga — SP de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Cepas Antimicrobianos
NAL AMI AMO AMO- AMP CFL CRO CIP COT EST GEN TET
CLAV
647 S S S S S S S S S S S S
685 R R R S R R S R R R R R
738 R S S S R S S S R R S R
822 S S S S R R S S S R S R
919 S S S S S R S S S R S R

R% 40 20 20 0 60 60 0 20 40 80 20 80

NAL: Acido Nalidixico; AMI: Amicacina; AMO: Amoxicilina; AMO-CLAV: Amoxicilina+Acido clavulanico;
AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CRO: Ceftriaxona; CIP: Ciprofloxacina; COT: Cotrimoxazol; EST:
Estreptomicina; GEN: Gentamicina; TET: Tetraciclina; R: Resisténcia; S: Sensivel; R%: Porcentagem de

resisténcia.



A distribuicdo das adesinas (Tabela 7) mostrou uma maior freqiiéncia do gene
pap (60%), j& a presenca do gene sfa s6 foi demonstrada concomitantemente com a
adesina pap obtendo-se um percentual de 40%. Em nenhuma das 5 cepas de EXPEC

houve a presencga do gene afa.

Tabela 7. Distribuicdo dos genes de viruléncia das adesinas pap, sfa e afa em 5 cepas
de ExPEC isoladas de agougues do municipio de Taquaritinga — SP de marco de 2004
a janeiro de 2005.

Determinantes N° de cepas Porcentagem
pap 3 60%
sfa 0 0
afa 0 0
pap-sfa 2 40%

pap: pili associado a pielonefrite; sfa: adesina S fimbria; afa: adesina afimbrial



% Resisténcia

1 2 3 4
Antimicrobianos testados

1:Tetraciclina — Estreptomicina (80%); 2: Ampicilina — Cefalotina (60%); 3:Cotrimoxazol — Acido Nalidixico
(40%); 4: Amicacina, Amoxicilina, Ciprofloxacina, Gentamicina (20%).

Figura 2. Distribuicdo do perfil de resisténcia de 5 cepas de ExPEC obtidas de
agougues do municipio de Taquaritinga — SP de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Pode-se observar na Figura 2 que temos alguns antimicrobianos que possuem
um mesmo perfil de resisténcia como: Tetraciclina e Estreptomicina (80%); Ampicilina e
Cefalotina (60%). Isso talvez, seja devido a semelhangca no modo de agdo do
antimicrobiano, no caso da Tetraciclina e Estreptomicina agem de uma mesma forma,
inibindo a sintese protéica, ja a Ampicilina e Cefalotina ambas age inibindo a sintese de
parede celular.



Nas figuras 3, 4 e 5 podemos observar a pesquisa dos genes pap, afa e sfa
através da eletroforese dos produtos de amplificacdo do DNA template das amostras de

E.coli pesquisadas, através da técnica de PCR
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Figura 3: Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA

amplificados através da reacdo de polimerase (PCR). O tamanho
dos produtos de amplificagcao esta mostrado a esquerda. Canaleta 1: marcador
de peso molecular ®X174 DNA - digestdo com Hae Ill; Canaleta 2: controle
positivo pap+; Canaleta 3: cepa 142; Canaleta 4: cepa 267; Canaleta 5: cepa
268; Canaleta 6: cepa 269; Canaleta 7: cepa 270; Canaleta 8: cepa 271;
Canaleta 9: cepa 275; Canaleta 10: cepa 276; Canaleta 11: cepa 277;
Canaleta 12: cepa 278; Canaleta 13: cepa 279; Canaleta 14: cepa 280;
Canaleta 15: cepa 380; Canaleta 16: cepa 381.
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Figura 4: Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA

amplificados através da reacéo em cadeia da polimerase (PCR). O
tamanho dos produtos de amplificacdo esta mostrado a esquerda. Canaleta 1:
marcador de peso molecular X174 DNA — digestdo com Hae lll; Canaleta 2:
controle positivo pap+; Canaleta 3: cepa 647 (pap+t); Canaleta 4: cepa 648;
Canaleta 5: cepa 649; Canaleta 6: cepa 652; Canaleta 7: cepa 653; Canaleta 8:
cepa 654; Canaleta 9: controle positivo pap +; Canaleta 10: cepa 655; Canaleta
11: cepa 656; Canaleta 12: cepa 670; Canaleta 13: cepa 671; Canaleta 14: cepa
694; Canaleta 15: cepa 695; Canaleta 16: cepa 696.
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Figura 5: Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA

amplificados através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O
tamanho dos produtos de amplificagdo estd mostrado a esquerda. Canaleta 1:
marcador de peso molecular X174 DNA — digestdo com Hae lll; Canaleta 2:
branco da reagdo; Canaleta 3: cepa 740; Canaleta 4: cepa 738 (pap+/sfat);
Canaleta 5: cepa 919 (papt/sfat); Canaleta 6: cepa 647 (pap+); Canaleta 7:
controle positivo pap+; Canaleta 8: cepa 631; Canaleta 9: marcador de peso
molecular ®X174 DNA; Canaleta 10: branco da reagdo; Canaleta 11: cepa 817,
Canaleta 12: cepa 818; Canaleta 13: cepa 820; Canaleta 14: cepa 824;
Canaleta 15: cepa 823; Canaleta 16: cepa 822 (pap+).



6. Discussao

O presente estudo foi realizado em 23 estabelecimentos comerciais como:
acougues, supermercados e mercearias do municipio de Taquaritinga, estado de Sé&o
Paulo, durante um periodo de 10 meses e permitiu o isolamento de duzentos e oitenta e
sete cepas de E.coli de amostras de carne moida, swabs de moedor de carne e maos
de manipuladores de carne. Cinco destas cepas foram caracterizadas como E.coli
patogénica extra-intestinal (ExXPEC) (Tabela 2).

As EXPEC sé&o responsaveis pela maioria das infecgbes extra-intestinais
produzidas por E.coli em individuos ndo comprometidos, como: infeccdo do trato
urinario (ITU), bacteremias e meningite neonatal. Se diferem das E.coli comensais e
intestinais por apresentarem (no minimo 2) fatores de viruléncia que irdo permitir que
essas cepas colonizem a superficie das mucosas do hospedeiro, subverta os
mecanismos de defesa e assim adquira nutrientes essenciais, como o ferro para
desenvolver a infecgdo (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

A infecgdo bacteriana se inicia quando o microrganismo supera os multiplos
mecanismos de defesa natural do hospedeiro. O patdgeno deve sobreviver no meio
ambiente do hospedeiro, aderir e multiplicar, resistindo aos mecanismos de defesa.
Pode-se dizer que o curso e desenvolvimento da infeccdo depende da defesa
imunolégica e ndo imunolégica do hospedeiro e sdo essas condi¢cbes, que irdo
determinar se a bactéria conseguira colonizar a mucosa levando a infec¢do. Para
ultrapassar estas barreiras a bactéria pode utilizar diferentes fatores de viruléncia para
auxiliar o inicio da infeccdo (FUNFSTUCK et al, 1989).

A hemolisina produzida por cepas de E.coli tem atraido muita atengédo e gerado
varias pesquisas por representar um significante fator patogénico( CAVALIERI et al,
1985; FELMLEE et al, 1985). A capacidade de produgcdo de hemolisina € um
determinante de viruléncia que promove a colonizacdo da mucosa prejudicando o
hospedeiro(O’HANLEY et al, 1985), e assim pode-se dizer que a viruléncia de cepas de

E.coli patogénica compreende a capacidade de aderéncia, multiplicagado e interferéncia



com o sistema de defesa do hospedeiro (HACKER et al, 1983; VAISENEN-RHEN et
al,1984).

Apds a bactéria conseguir vencer as defesas do hospedeiro teremos a
expressdo da viruléncia de cepas de E.coli que até entdo eram consideradas
avirulentas (WAALWIJK et al, 1983). No caso das EXPEC estas constituem 20% das
E.coli intestinais, estabelecem prolongadas colonizagbes assintomaticas no trato
intestinal do hospedeiro, agem como efetivas colonizadoras intestinais, mais do que as
comensais, porém sob circunstancias ainda n&o esclarecidas, saem do trato
gastrointestinal e migram para um sitio estéril, tornando-se uma ameaca ao hospedeiro
(JOHNSON & RUSSO, 2002 a).

Em geral as cepas de E.coli hemoliticas podem ser isoladas de diversas fontes.
Em humanos a flora fecal normal contém aproximadamente 12% de cepas hemolisinas
positiva comparada com 35 a 50% de E.coli causando infec¢des extra-intestinais como:
bacteremia, septicemia e ITU (SCHEFFER et al, 1985), o que demonstra que a
producao de hemolisina &€ extremamente comum entre as cepas de E.coli causando
infeccdes extra-intestinais (MINSHEW et al, 1978; HUGHES et al, 1983).

BONACORSI et al (2006), analisaram 83 criangas do sexo masculino com ITU
em um periodo de 90 dias apresentando ou ndo bacteremia e observou que a auséncia
de hemolisina e antigeno K1 é prognédstico negativo para bacteremia. O antigeno
capsular K1 esta envolvido na sobrevivéncia da E.coli no sangue e &€ 0 maior
determinante de soro resisténcia e a hemolisina estd envolvida na viruléncia extra-
intestinal de E.coli e deve prejudicar células epiteliais do rim humano, facilitando a
passagem da bactéria na barreira epitelial, portanto ambos determinantes devem ter um
papel na bacteremia.

Essas cepas estdo frequentemente associadas com outros fatores como:
hemaglutinacdo manose resistente (HAMR) induzindo a aderéncia da bactéria a célula
epitelial (HACKER et al, 1983; SCHEFFER et al, 1985). A combinacdo desses fatores
representa um pré-requisito para iniciacdo da infeccdo (FUNFSTUCK et al, 1989), bem
como para caracterizagdo de uma ExPEC (JOHNSON & RUSSO, 2002 a).



A atividade hemolitica foi significativamente freqlente nas amostras analisadas
(80%), assim como a produgéo de aerobactina (100%) e presenca de fimbria P (60%) e
producao de colicina (60%) (Tabela 3).

Desta maneira tomando por base os dados pode-se afirmar que as cepas que
possuem esses fatores de viruléncia relacionados como: a habilidade de aderir a
células epiteliais (cepas HAMR positivas), prejudicar as células do tecido (cepas
hemolisina positiva), sobreviver no tecido ( em geral cepas aerobactina positiva), séo
cepas que possuem uma grande possibilidade de manter a infecgdo cronicamente, sem
uma caracteristica clinica marcante, que € o que ocorre nas bacteriurias assintomaticas
(FUNFSTUCK et al, 1989). As infeccbes causadas por EXPEC n&o ocorrem de forma
epidémica, como as causadas por E.coli O157:H7, s&o em geral discretas,
aparentemente ndo sao provenientes de alimentos contaminados e em muitas vezes,
causam somente uma pequena morbidade (Ex: cistite) ou um leve comprometimento do
hospedeiro (inicio de pneumonia) (RUSSO & JOHNSON, 2000).

As cepas de E.coli que expressam tipicamente a fimbria P, estrutura que confere
um fendtipo de aderéncia possuem uma forte aderéncia ao epitélio, mais do que as
cepas que possuem apenas a fimbria do tipo 1 (HAGBERG et al, 1981). No presente
estudo pode-se observar que a maioria das cepas (60%) possuem a associagdo da
Fimbria P e da fimbria do tipo 1 potencializando a aderéncia ao epitélio (Tabela 2 e
Tabela 5).

A presenca concomitante de hemolisina e adesinas nas amostras testadas
sugere que estas amostras possuem vantagens seletivas para o crescimento e
sobrevida na mucosa do hospedeiro (Tabela 2).

A aderéncia a células uroepitéliais humanas tem sido amplamente pesquisada ao
longo de varios anos. VAN DEN BOSCH et al. (1980) analisaram 23 cepas de E.coli e
as dividiram em 3 grupos com diferentes niveis de viruléncia para investigagdo dos
mecanismos de aderéncia e observaram que o0 grupo mais virulento aderia melhor as
células uroepiteliais do que as cepas avirulentas, assim concluiram que a aderéncia
devia ser um importante fator de viruléncia.

O’HANLEY et al. (1985) mostraram associacao significativa entre producédo de

hemolisina e presenga de adesina manose resistente (HAMR), em seu estudo



observaram que cepas de E.coli pielonefritogénicas agrupam-se em poucos sorotipos
O, elaboram alfa-hemolisina e exibem HAMR. Neste estudo essa intima relagdo entre
cepas HAMR e hemoliticas pode ser verificada sendo que das 3 amostras HAMR (60%)
apenas 1 ndo esta associada a produgédo de hemolisina (Tabela 2).

Embora pareca existir alguma correlagédo entre a adesdo e a produgédo de
hemolisina estes sdo fendmenos que ocorrem independentemente um do outro. Essa
correlagcéo so ira existir se os dois fatores forem controlados pelo mesmo plasmidio
(GREEN & THOMAS, 1981).

LOW et al. (1984) demonstraram que o0s genes que codificam hemolisina e
HAMR séao estreitamente ligados principalmente em amostras de E.coli isoladas do trato
urinario do sorogrupo O6, bem como de cepas J96 do sorogrupo O4. Sendo assim,
provavelmente a producao de hemolisina e a hemaglutinagédo devem ser determinados
por plasmidios relacionados.

Essa ligacédo entre os genes que codificam hemolisina e a hemaglutinagédo em
alguns isolados de E.coli é importante para determinar se outros fatores de viruléncia
associados estdo presentes na mesma regido do DNA. Estes fatores devem ter um
papel na colonizagdo e manutencao no crescimento do patégeno no epitélio (LOW et al,
1984).

Se for possivel entender as bases genéticas e a expressao natural de alguns
fatores de viruléncia associados em E.coli, sera possivel compreender a patogenia da
infeccao extra-intestinal causada por este patogeno e o processo da doenca
(MINSHEW et al, 1978).

Resultados revelaram que a E.coli uropatogénica que hemaglutina o tipo “O”
humano € mais freqlente que outros patégenos isolados da urina, além disso, € o mais
eficiente hemaglutinador que adere a superficie da membrana quando comparado com
outras enterobacteriaceae (GREEN & THOMAS, 1981).

LATHAM & STAMM (1984) ao pesquisarem pacientes com ITU sem
comprometimento imunolégico observaram que a maioria das cepas (77%) possuiam
fimbrias do tipo 1 ou fimbria P, e o presente estudo pode-se observar resultados
similares, pois das cepas de EXPEC encontradas todas possuem fimbria do tipo 1 e 3

(60%) possuem fimbria P (Tabela 3), demonstrando que este € um fator de viruléncia



importante para iniciar a infeccdo e deve estar presente principalmente em hospedeiros
sem comprometimento imunoldgico.

A colicina V, é um de varios fatores que podem contribuir para a viruléncia de
cepas de E.coli causando infecgdes extra-intestinais em humanos (DAVIES et al, 1981).
Esta proteina esta presente, mais frequentemente, em isolados extra-intestinais do que
em isolados de fezes de pessoas saudaveis. Ja foi verificado que a presenca de
colicina V € um importante indicador da presencga de plasmidios de viruléncia, mas sua
atividade, por si, ndo € essencial para o aumento de viruléncia em E.coli (PERUGINI &
VIDOTTO, 1992).

MINSHEW et al. (1978) demonstraram que E.coli virulenta possuia varias
propriedades genéticas especiais que incluia a producdo de hemolisina, a biossintese
de colicina V e aderéncia especifica. Eles analisaram 59 amostras provenientes da
urina, nos quais 49% eram hemolisina positiva e apenas 7% colicina V positiva. Os
resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com a literatura que indica que
a colicina V em E.coli é encontrada em menor propor¢ao, porém isto & significativo em
isolados de infeccdo humana, uma vez que das 5 amostras de ExXPEC 3 apresentaram
colicina positiva ( Tabela 2).

DAVIES et al. (1981) analisaram a presenga de colicina V em isolados fecais,
sangue e urina provenientes de pacientes com septicemia e observaram que a
porcentagem em isolados fecais (13,6%) € significativamente menor comparado com
sangue (31,6%) e urina (26,2%), demonstrando que esse fator de viruléncia estd mais
associado a bactérias relacionadas a infecgdes extra-intestinais.

A incidéncia de colicina V positiva isolada de E.coli em bacteremias humanas &
consideravelmente baixas quando comparada com septicemia em animais. Isso deve
ser reflexo da baixa razdo de carreamento de colicina V de E.coli na flora fecal humana
ou a instabilidade da colicina V no plasmidio humano, havendo uma maior contribuigéo
da colicina V em infec¢des de animais (MINSHEW et al, 1978).

A aquisicao e assimilacdo de ferro por cepas invasivas de E.coli é muito
importante para a sobrevivéncia e disseminacao dos isolados extra-intestinais humanos
(OPAL et al, 1990). Existem numerosos estudos que indicam que a infecgdo deve ser

realcada na presenca de ferro, e existem varios mecanismos nos quais o ferro deve



influenciar na interacdo parasita-hospedeiro promovendo assim o crescimento
bacteriano que pode ser observado tanto “in vitro” como “in vivo”. MONTGOMERIE et
al. (1984), através de experimentos com ratos observaram que as amostras de E.coli
que eram aerobactina positiva levavam os ratos a ter mais infec¢éo renal, e a proporgao
de morte era maior do que nas cepas aerobactina negativa. Observaram também que
havia uma forte correlacdo de aerobactina com o crescimento de amostras de E.coli na
urina.

Posteriormente foi verificado que a produgdo de aerobactina é detectada em
grande freqiéncia na urina e em isolados de sangue, em maior quantidade do que em
isolados fecais de individuos saudaveis, comprovando o importante papel desse fator
de viruléncia em isolados de E.coli extra-intestinal (OPAL et al, 1990).

VALVANO et al. (1986) analisaram cepas de E.coli isoladas de varios sitios de
infecgéo, inclusive neonatal e observaram que a maioria das cepas analisadas (92,5%)
possuiam o sistema aerobactina ou a habilidade de produzir hemolisina ou ambas,
sugerindo que essas 2 propriedades conferiam resisténcia a fagocitose e a atividade
bactericida do soro do hospedeiro, contribuindo para a viruléncia da bactéria.

Segundo OPAL et al. (1990) a aerobactina deve ser o principal mecanismo de
aquisicdo de ferro em isolados de E.coli extra-intestinal, e a hemolisina deve servir
como um mecanismo alternativo na auséncia de genes da aerobactina. Esta afirmativa
nao pode ser completamente comprovada neste estudo, uma vez que 80% das
amostras de EXPEC produziram hemolisina (Tabela 3).

JOHNSON et al. (1988) estudaram a aerobactina e observaram que ela estava
fortemente associada a microrganismos com resisténcia multipla a antimicrobianos,
sendo assim a presenca de fatores de viruléncia apresentaram as seguintes
porcentagens aerobactina (43%), hemolisina (43%), fimbria P (74%) e fimbria tipo 1
(98%), resultado divergente ao deste estudo em relagdo a aerobactina (100%),
hemolisina (80%), porém aproxima-se de fimbria P (60%) e fimbria do tipo 1(100%)
(Tabela 3).

Varios estudos tém sugerido que o alimento deve ser uma fonte para o homem

adquirir E.coli resistente a antimicrobianos e/ou ExPEC, como também para outros



patoégenos como: Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes e
E.coli O157:H7(JOHNSON et al, 2005).

Bactérias provenientes da carne bovina e aves podem contaminar cozinhas
durante o preparo das refei¢cdes, e a bactéria resistente a antimicrobianos serve como
fonte de genes de resisténcia, as quais podem ser transferidas para a flora intestinal
humana (WINOKUR et al, 2001).

O uso de agentes antimicrobianos na terapéutica em humanos e na medicina
veterinaria, bem como na ragdo animal como profilaxia para promover o crescimento
dos animais, ultimamente tem inserido uma pressdo seletiva favoravel para a
propagacao da resisténcia bacteriana (SCHROEDER et al, 2003). Bactérias resistentes
presentes em intestinos de animais podem contaminar a carne durante os estagios do
processo de abate e subsequentemente manuseando o tecido animal (JACKSON et al,
2001).

Quando ocorre a ingestao de alimento contendo bactérias, estudos revelam que
pode haver uma transferéncia horizontal de genes de viruléncia entre a bactéria
ingerida e as comensais da flora intestinal, isso demonstra uma extensiva transferéncia
de gene de resisténcia a antimicrobianos entre as bactérias (SHOEMAKER et al, 2001;
GORBACH, 2001). Isso € o que ocorre com as ExPEC que estdo presentes nos
alimentos como a carne, onde apds ser ingerida alojam-se no intestino de individuos
saudaveis (constitui 20% das E.coli ali existentes) e comegcam a trocar informacgdes
genéticas através da transferéncia horizontal com E.coli comensais (JOHNSON et al,
2005).

JOHNSON et al. (2003), pesquisaram 169 amostras de frango em um periodo de
1999 a 2000 e isolaram 110 E.coli, das quais 23 foram caracterizadas como ExXPEC,
sendo 13 resistente ao Ac. Nalidixico, demonstrando que a carne de frango € uma
potencial fonte de ExPEC.

SCHROEDER et al. (2003) observaram que 209 isolados de E.coli em carne
moida eram resistentes a estreptomicina e destas 186 (89%) eram também resistente a
tetraciclina, resultado que se assemelha ao do presente estudo no qual 80% das cepas

que sao resistentes a estreptomicina mostram-se resistente a tetraciclina também



(Figura 2). Pesquisas devem ser feitas para examinar as base genéticas desse fenétipo
de co-resisténcia.

No Brasil, apesar da legislacdo brasileira proibir a utilizagcdo de antimicrobianos
em animais produtores de alimentos, tal pratica € comum, o que favorece a presenca de
residuos de antimicrobianos nestes alimentos e consequentemente a selecdo de
bactérias resistentes. MARTINS et al. (2004) ao pesquisarem produtos carneos
(linguica, hamburguer, salsicha) no estado do Ceara, isolaram 124 cepas de E.coli onde
63% possuia multipla resisténcia entre 5 a 7 antimicrobianos. No presente estudo
podemos observar essa multipla resisténcia, de 12 antimicrobianos testados 80% das
amostras apresentaram resisténcia a um numero maior ou igual a 3. A observacéo que
a grande maioria dos isolados possuem resisténcia a 1 ou mais antimicrobianos
amplamente utilizados na populacdo, prova a evidéncia que a carne deve ser um
importante reservatoério de E.coli resistente a antimicrobianos e das EXPEC merecendo
atencéo especial dos 6rgaos de saude publica.

SCHROEDER et al. (2003) ao analisarem E.coli em 200 amostras de carne
moida (bovina, frango e peru) obtiveram resultados de resisténcia a antimicrobianos
menores que do presente estudo, para cefalotina (38%) e ampicilina (35%), enquanto
que o presente estudo foi praticamente o dobro 60% para ambos os antimicrobianos.
No caso da ciprofloxacina todas as amostras foram sensiveis e no presente estudo 20%
resistente, padrao de resisténcia alto por ser um antimicrobiano de alto custo, em contra
partida ao analisar a ceftriaxona obteve-se melhor resultado, todas as amostras
sensiveis e no trabalho citado 1% de resisténcia, demonstrando que é um
antimicrobiano que deve estar sendo bem empregado (Tabela 6).

Quando se observam diferencas de resisténcia de um pais para outro , isso se
deve a varios fatores como: possivel diferenca na administragcdo da droga (oral ou
injetavel), controle do uso indiscriminado da droga, bem como a extensédo de tempo que
o antimicrobiano tem sido utilizado no pais pela medicina veterinaria (SCHROEDER et
al, 2003).

E dificil avaliar completamente o impacto global da resisténcia aos
antimicrobianos porque os dados similares e consistentes para os mesmos

microrganismos e para as diferentes drogas n&o estdo sempre uniformemente



disponiveis. O antimicrobiano ndo inibe todas as bactérias do mesmo modo ou com
igual potencial, motivo pelo qual a terapia antimicrobiana varia consideravelmente,
sendo que “in vitro”, a resisténcia a drogas ndo necessariamente se refleti da mesma
maneira “in vivo”, assim pode-se ter a falha terapéutica em microrganismos sensiveis
(RAZ et al, 2002).

AHMED et al. (2000) analisaram 1500 amostras de urina no Sudédo e
demonstraram que a E.coli possui um perfil de resisténcia elevado para ampicilina
(94%) e tetraciclina (85%), resultado semelhante a este estudo para tetraciclina (80%),
ja para ampicilina a porcentagem de resisténcia desse estudo foi menor (60%) (Figura
2). Porém os resultados n&o foram satisfatérios para o Sudao, nem para o Brasil (neste
estudo), ja que o perfil de resisténcia estd muito elevado para essas drogas (Tabela 6).

O aumento no nivel de resisténcia também foi detectado nos paises europeus
especialmente para amoxicilina. Na Inglaterra durante um periodo de 21 anos (1971 a
1992) o nivel de resisténcia para isolados de E.coli provenientes de ITU aumentou de
11,8% para 43,3% para amoxicilina (GRUNEBERG, 1994). Na Holanda esse nivel
aumentou de 24,7% em 1982 para 34% em 1992 para mesma droga (BEUNDERS,
1994). Isso demonstra que mesmo em paises desenvolvidos, se nao for aplicada uma
politica racional no uso das drogas antimicrobianas o aumento do nivel de resisténcia,
com o passar do tempo é inevitavel.

GARAU et al. (1999) em estudo avaliaram a resisténcia a quinolona em E.coli de
1992 a 1997, em Barcelona ( Espanha) e observaram um aumento das E.coli
quinolonas resistentes (QREC) de 9% em 1992 para 17% em 1996, avaliaram
pacientes com bacteremia e individuos saudaveis. Houve uma alta prevaléncia de
QREC em fezes de individuos saudaveis e de criangas que nunca tinham recebido
quinolona, indicando que membros da comunidade serviam como reservatério de
QREC, que provavelmente deveriam ser provenientes do meio ambiente (considerando
que em aves locais ja tinham sido documentadas em estudo anterior a presenca de
QREC). Esse estudo reforca a necessidade de um controle prudente no uso de
antimicrobianos, tanto nos humanos, mas também na medicina veterinaria.

VELASCOS et al. (2001) compararam em seus estudos as amostras de E.coli

quinolonas resistentes (QREC) e as amostras de E.coli quinolonas sensiveis (QSEC), e



observaram que as QREC deveriam ter uma capacidade de invasdo menor que as
QSEC. Ao analisar casos de pielonefrite, abcessos renais e bacteremias encontraram
uma baixa propor¢cdo de QREC. Alguns estudos mostraram que a exposi¢cdo a esse
antimicrobiano resulta em producgéo reduzida de certos fatores, que contribuem para a
reducao da viruléncia bacteriana.

SMITH et al. (1966 in SMITH, 1969) observaram que as bactérias da familia
enterobacteriaceae devem carregar genes que conferem resisténcia a varias drogas
antibacterianas, os fatores R, os quais podem se transferidos de uma bactéria para
outra por conjugacéo. Ao analisarem bactérias isoladas de 100 amostras de pacientes
com ITU quanto a presenca de plasmidio R, observaram que de todas as espécies
isoladas, 69% das amostras foram: resistentes a 1 ou mais drogas testadas, transferiam
parte ou todo o seu gene de resisténcia para a E.coli sensivel misturada na cultura, e
que a eficiéncia para transferir a resisténcia depende da espécie e da cepa em
questao.

O motivo da diferenca da freqliéncia de resisténcia a varias drogas e a
prevaléncia de fatores R pode ter como causa o gradiente de concentracdo das drogas
nos varios orgaos e tecidos durante a terapia. Na verdade, a maioria das drogas &
excretada pela urina ou pela bile, atingindo concentra¢des urinarias, enquanto que no
intestino a concentracao é usualmente menor. Concentragbes menores selecionam um
maior numero de cepas resistentes, enquanto que a “sobrevivéncia’ de fatores R é
muito limitada, quando se utiliza altas concentragcbes da droga. Dessa maneira a
selecdo de cepas resistentes a droga € menor, porém a presséo seletiva favorece a
transferéncia de resisténcia entre as cepas através dos plasmidios (conjugacao)
(GUARDA et al, 1976).

A relagdo entre aerobactina e plasmidio de resisténcia a antimicrobianos tem
sido descrita na literatura. Este plasmidio deve servir, no futuro, como carregador ideal
para a disseminacdo dessas caracteristicas de resisténcia, pois se a afirmativa que
amostras que produzem aerobactina sdo mais patogénicas e mais frequentemente
tratadas com antimicrobianos, esse fato proporciona a relagéo positiva para a relagéo

de resisténcia a antimicrobianos e a producgéo de aerobactina (MARTINEZ et al, 1987).



Existem certos clones e E.coli extra-intestinal que possuem determinantes
cromossdmicos para hemolisina, aerobactina e adesinas de superficie para
desencadeamento de infecgdes humanas invasivas, mas nao necessariamente
possuem selecdo para antimicrobianos. Essas amostras entdo, podem ser aerobactina
e hemolisina positiva e serem cepas sensiveis frente aos antimicrobianos, isso pode ser
observado no presente estudo (Tabela 2 / cepa 647), o contrario também pode ocorrer,
as amostras serem aerobactina e hemolisina negativa e apresentar resisténcia frente
aos antimicrobianos (OPAL et al, 1990).

A habilidade de aderéncia a superficie do uroepitélio tem sido demonstrada ser
um pré-requisito para que cepas de E.coli colonizem o epitélio e posteriormente
provoquem a infeccdo. Existem fatores de viruléncia que estdo envolvidos nesta
colonizacao e desenvolvimento da infecgdo que séo: pap (pili associada a pielonefrite),
sfa (fimbria S) e afa (adesina afimbrial) (LE BOUGUENEC et al, 1992). Estes fatores
podem ser detectados pelo método de PCR (Polymerase Chain Reaction), que € um
método muito utilizado por permitir a obtencdo de dados com grande rapidez
(YAMAMOTO et al, 1995). (Figuras 3,4 e 5).

DAIGLE et al. (1994) ao analisarem isolados de E.coli de pielonefrite
encontraram uma alta incidéncia de pap positivo (88%) e a presenga de associagédo de
pap-sfa em 41%, resultado que se assemelha ao presente estudo que foi de 40% para
associacao pap-sfa, porém menor porcentagem para pap (60%) (Tabela 7).

JANTUNEM et al. (2000) observaram em seu estudo que o gene pap é
encontrado mais frequentemente em isolados de criangas sem anormalidades
anatdbmicas ou com anormalidades insignificantes, onde a presenca desse gene de
viruléncia é de grande importancia para estabelecer a infeccao e € considerado o gene
mais comumente encontrado em amostras de E.coli extra-intestinal. Esse dado pode
ser observado neste estudo onde das 5 amostras de EXPEC todas apresentaram o
gene pap (Tabela 7).

Estudos anteriores revelaram a relacao existente entre pap e fimbria P, DAIGLE
et al. (1994) observaram que das 27 amostras pap positivas 26 amostras (96%) eram
HAMR positiva, ou seja, apresentavam fimbria P, essa porcentagem é bem maior do

que a encontrada neste estudo, no qual analisou 5 amostras de ExXPEC e 3



apresentaram apenas o gene pap, destas somente 2 (66%) eram HAMR positivas
(Tabela 5).

Em linhas gerais, as cepas de ExPEC do presente estudo apresentaram uma
alta incidéncia para pap (60%) e uma forte associacdo pap-sfa, porém nao foi
encontrado o0 gene afa, resultado similar ao de BLANCO et al. (1997) que analisaram
243 amostras de E.coli isoladas de ITU e apenas 2% exibiam afa.

Apesar do baixo numero de cepas ExXPEC isoladas neste trabalho (5) a sua
simples presenca em retalhos de carne representa um motivo de alerta, pois caracteriza
a carne como um veiculo de disseminagado deste patogeno, com todas as implicacbes
inerentes a saude publica.

A presenca de EXPEC neste estudo devera conscientizar as autoridades publicas
e a vigilancia epidemiolégica do perigo e futuras complicagdes que as ExXPEC, que
causam infecgdes extra-intestinais no homem, vinculada aos alimentos de origem

animal podem trazer a populagéo.



7.CONCLUSOES

Podemos concluir que:

1)

Das 287 cepas de E.coli, 5 foram caracterizadas como ExPEC, sendo 3

oriundas de carne moida e 2 do moedor de carne.

As cepas isoladas que apresentaram a presenca de 4 ou mais fatores de

viruléncia foram caracterizadas como ExPEC.

Os fatores de viruléncia encontrados com maior freqiéncia nas cepas de
ExXPEC foram aerobactina (100%) e hemolisina (80%).

Em todas as 5 cepas de EXPEC foram encontradas a presenca de fimbria do

tipo 1 e 60% delas também possuiam a fimbria P.

O gene pap foi o mais comumente encontrado neste estudo (60%), quando
associado a sfa foi encontrado em 40% das cepas de EXPEC e o gene afa

ausente em todas as cepas estudadas.

O perfil de resisténcia a antimicrobianos foi muito elevado para tetraciclina e
estreptomicina (80%), porém adequado para amoxicilina-acido clavulanico e

ceftriaxona (0%), mostrando que s&o drogas utilizadas de forma racional.
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SUMMARY

For ten months, at Taquaritinga city, Sdo Paulo State, we have conducted an
analysis over meat conditions, at 23 butcheries. In this survey we collected. two hundred
eighty seven generic Escherichia coli from ground beef, mincers and of the hands of
meat manipulators. Five of these isolates were recognized as Extraintestinal Pathogenic
E.coli (ExPEC) strains.

The presence of fimbriae, hemolysin production, aerobactin and colicin. were
investigated, as well the existence of genes (pap, afa, sfa) related to fimbriae
expression, using a Polimerase Chain Reaction (PCR).

In this EXPEC strains, we have verified the presence of aerobactin and fimbriae
type 1 (100%), hemolysin (80%) and related results for colicin and P fimbriae (60%). We
also confirmed that 60% of ExXPEC strains exhibited pap, and 40% were simultaneously,
pap-sfa.. From twelve antimicrobial agents tested, we found a resistance level (80%) to
multiple antimicrobial agents (23). The most efficient antimicrobial agents were:
ceftriaxone and amoxacilin-clavulanic acid (0%) resistance, followed by a satisfactory
resistance for amicacin, amoxacilin, ciprofloxacin and gentamicin (20%). In contrast, we
found a high level of resistance (80%) for tetracycline and streptomycin.

From this study, we have concluded that meat can be a very important vehicle for

community dissemination of EXPEC, which may represent a reason of concern.

Keywords: ground beef, butchery, virulence factors






	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	ÍNDICE
	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS

	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	SUMMARY



