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RESUMO
JOAQUIM, S.F. Caracterizacdo molecular, perfil de sensibilidade e producao de
biofilme de Escherichia coli isoladas de tanques de expansdo de leite bovino.
Botucatu — SP, 2020, p.87. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
Os coliformes encontrados no leite podem ser de origem animal em casos de
mastites ou provenientes de falhas na obtencdo higiénica do leite. Estudos
moleculares para identificacdo de estirpes de Escherichia coli em tanques de
expansao sao incipientes. Dessa maneira, o presente estudo indentificou os
isolados de E. coli presentes em tanques de expansao de propriedades leiteiras,
bem como genes associados a fatores de viruléncia, genes envolvidos na
formacao de biofilmes e pesquisa de genes de isolados produtores da enzima -
lactamase de espectro extendido (ESBL), além de estudos fenotipicos de
multirresisténcia a antimicrobianos e formagdo de biofilmes em diferentes
materiais. Foram isoladas 149 amostras de E. coli, dentre as quais, 24,2%
obtiveram indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) >0,3. Quanto
a formacdo de biofilmes, 42,28% dos isolados produziram em plastico de
poliestireno, 21,48% em inox e 56,38% em silicone. Quanto a susceptibilidade dos
produtores de biofilme ao iodo e digluconato de clorexidine, esses desinfetantes
foram capazes de inibir a formacdo de biofilme, porém tiveram seu efeito
diminuido em 25,40% das amostras apés a formacao do biofilme maduro. Foram
detectados genes relacionados com a producdo de biofilme, entretanto os genes
de E. coli common pilus mostraram associacdo negativa com a producao
fenotipica nos materiais analisados (p<0,05). Genes de E. coli extra-intestinais
foram encontrados para adesinas, toxinas, sider6foros e de resisténcia ao soro.
Nao foram encontrados genes correlacionados com fatores de viruléncia de E. coli
diarreiogénicas.Diante dos resultados obtidos, anseia-se aprofundar o
conhecimento desse patdgeno, a fim de possibilitar estratégias de controle para
melhoria da qualidade do leite de tanques de expanséao, visando a saude publica.
Palavras-chaves: Bactérias, multirresisténcia a antimicrobianos, saude publica,

seguranca dos alimentos.
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ABSTRACT

JOAQUIM, S.F. Molecular characterization, sensitivity profile and biofilm
production from bulk tank milk Escherichia coli. Botucatu — SP, 2020, p.87. Tese
(Doutorado) — School of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu, Sao
Paulo State University -UNESP.

Coliforms found in milk can be of animal origin in cases of mastitis or from faults in
the hygienic production of milk. Molecular studies to identify Escherichia coli strains
in expansion tanks are incipient. Thus, the aim of this study were identify E. coli
isolates in dairy expansion tanks, genes associated with virulence factors and
involved in biofilms formation and identify genes from isolates producers of
extended spectrum B-lactamase (ESBL), as well as phenotypic studies of
antimicrobial multiresistance and formation of biofilms in different materials. 149 E.
coli samples were isolated, among which, 24.2% obtained a multiple antimicrobial
resistance index (IRMA)> 0.3. As for the formation of biofilms, 42.28% of the
isolates produced in polystyrene plastic, 21.48% in stainless steel and 56.38% in
silicone. As for the susceptibility of biofilm producers to iodine and chlorhexidine
digluconate, these disinfectants were able to inhibit the formation of biofilm, but
their effect was reduced in 25.40% of the samples after the formation of the mature
biofilm. Genes related to biofilm production were detected, however E. coli
common pilus genes showed a negative association with phenotypic production in
the analyzed materials (p<0.05). Extra-intestinal E. coli genes have been found for
adhesins, toxins, siderophores and serum resistance. No genes were found that
correlated with diarrhogenicE. coli virulence factors. Before the results obtained, it
is hoped to deepen the knowledge of this pathogen, in order to enable control
strategies to improve the quality of milk in expansion tanks, aiming at public health.
Keywords: Antimicrobial multiresistance, bacteria, food safety, public health.
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1. INTRODUCAO

E notéria a preocupagdo mundial com a qualidade do leite oferecido para o
consumo. A qualidade do leite € considerada muito boa em certos paises
desenvolvidos. Entretanto, no Brasil, apesar dos avanc¢o sobtidos, boa parte do
leite ainda é produzido aguém das condicoes de qualidade. As Instrugdes
Normativas n® 76 e 77/2018 sao as legislacdes vigentes que regulamentam a
producéo leiteira no pais, garantindo a seguranga desse alimento nas diferentes
etapas da cadeia produtiva (BRASIL, 2018a, 2018b). A manutencao do leite
produzido, em tanques refrigeradores, com temperatura até 4°C, limita a
multiplicacdo de micro- organismos meséfilos e a producdo de toxinas de
psicrotréficos presentes no leite. Altas contagens bacterianas estdo diretamente
associadas a temperaturas superiores a 4,1°C, indicando falhas na higiene da
ordenha (BUENO et al., 2004), ou, ainda, devido a ocorréncia de mastites, sejam

de origem contagiosa ou ambiental (LANGONI, 2013).

A presenca de coliformes no leite, incluindo Escherichia coli de acordo com
o limite estabelecido, garante a eficacia da inativacdo dos micro-organismos
durante a pasteurizagdo. No entanto, quando ocorrem falhas na pasteurizacao do
leite, ou mesmo apds o consumo do produto cru, os humanos podem ser expostos
a riscos de doencas (GUH et al., 2010). A presenca de Escherichia coli produtora
de shiga toxina ou verotoxina (STEC/VTEC), responséavel pela sindrome urémica
hemolitica e colite hemorragica, tem sido relatada em isolados recuperados do
leite de vacas armazenado em tanques de expansédo (JAYARAO et al., 2006).
Surtos de colite hemorragica, causados pelo sorotipo E. coli O157:H7, tem sido
relatados em queijo produzido com leite ndo pasteurizado (HONISH et al., 2014)
ou pelo consumo de leite cru (KEENE et al., 2009). Certos isolados de E. coli sédo
capazes de aderir, colonizar e formar biofilmes em superficies bidticas e abiobticas,
possibilitando a sobrevivéncia do patégeno em ambientes hostis (WANG et al.,
2012a).

A producdo da enzima B-lactamase de espectro extendido (ESBL) é
considerada o principal fator de resisténcia das bactérias gram-negativas a
farmacos [-lactamicos. Essas enzimas, clavulanato suscetiveis mediada por
plasmideos, conferem as bactérias resisténcia as cefalosporinas de terceira e

quarta geragdes. Linhagens produtoras de ESBLs sado reconhecidas como
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problema de Saude Publica, pela associagdo com surtos e altas taxas de
morbimortalidade em humanos (POIREL; BONNIN; NORDMANN, 2012).

Estudos moleculares para identificacéo de E. coli em tanques de expansao
sao praticamente incipientes no Brasil, bem como o perfil clonal dos isolados. O
aumento da resisténcia dos patégenos aos antimicrobianos, apontam para a
preméncia de se investigar o perfil de sensibilidade de bactérias isoladasde leite
de tanques de expansao. A comparacao genotipica entre estirpes de E. coli pode
possibilitar a identificacdo de grupos clonais distintos, norteando estudos de
marcadores especificos dos fatores de viruléncia, sensibilidade e/ou resisténcia
aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento da mastite em vacas na
lactacdo ou no periodo seco. Ademais, pouca atencao tem sido despendida com a
qualidade higiénico-sanitaria do leite de tanques de resfriamento, bem como a

pesquisa de bactérias formadoras de biofilme em tanques de expansao.
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7. CONCLUSOES

o Apresengadecepasresistentesadeterminadasclassesdeantimicrobianos
pode estar associada com farmacos usualmente utilizados para tratamento de
mastite nopais;

o O alto numero de isolados (36/149) com indice de multirresisténcia a
antimicrobianos acima de 0,3 leva a uma preocupagao quanto a emergéncia de
patégenosmultiresistentes;

o A ndao identificacao de cepas portadoras de ESBL ou de genes de formacao
do mesmo indicam que essa enzima nao é um problema, pelo menos até o
momento, nas propriedadesanalisadas;

o A formacao de biofilme em diferentes materiais aponta a uma necessidade
de adequada higienizagdo de equipamentos, tanto nas propriedades como no
ambienteindustrial;

o O uso de iodo e digluconato de clorexidina deve ser empregado dentro da
periodicidade estabelecida, pois ap6s a formacao do biofilme maduro, isolados de
E. coli podem n&o ser susceptiveis a esses agentes desinfetantes;

o Os genes associados a E coli common pilus tiveram uma associacao
negativa com a formacao de biofilme nos diferentes materiais;

o Foram detectados genes associados a fatores de viruléncia em ExPEC nos
isolados analisados;

o Nenhum dos isolados analisados apresentou genes associados a E. coli
diarreiogénicas.
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