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SAMPAIO, ARYELE NUNES DA CRUZ. Uma abordagem em One Health para
estabelecer as potenciais rotas de distribuicdo de resisténcia a antibiéticos em uma
cadeia de producéo de carne suina. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), 95 p.

Resumo

O objetivo do estudo foi determinar a frequéncia, perfil fenotipico e multirresisténcia
aos antimicrobianos, producéo de Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) e
comparar o perfil fenotipico de resisténcia de isolados de Escherichia coli da cadeia
produtiva de suinos, bem como a comparacado do perfil fenotipico dos isolados entre
os diferentes tipos de amostras. Para tanto, foram coletadas um total de 622 amostras
de carcacas e fezes suinas, cortes comerciais, ambiente e fezes de funcionarios de
um abatedouro de suinos certificado pelo Servico de Inspecao Federal, localizado na
microrregido de Avaré, estado de Sao Paulo, Brasil. 73,6 % das amostras foram
positivas e 1260 isolados de E. coli foram obtidos das amostras. Nenhum isolado foi
obtido de amostras de agua. Para o teste de disco-difusdo em agar, foram utilizados
12 antimicrobianos: amoxicilina, ceftiofur, ceftazidima, cefotaxima, imipenem,
aztreonam, gentamicina, tetraciclina, ciprofloxacino, sulfametoxazol com trimetoprima,
cloranfenicol e azitromicina. Para confirmacéo da producédo de ESBL, os isolados de
E. coli foram submetidos ao teste de sinergismo de disco duplo utilizando cefotaxima,
ceftazidima e amoxicilina com acido clavulanico. Observou-se alta frequéncia de
resisténcia a cinco classes de antimicrobianos representadas pelos farmacos
amoxicilina, gentamicina, tetraciclina sulfametoxazol com trimetorpima e cloranfenicol.
Do total de isolados de E. coli, 80,71 % apresentaram perfil de multidroga resisténcia
(MDR). Todos isolados produtores de ESBL tiveram perfil MDR e foram 100 %
resistentes a amoxicilina, tetracilina e cloranfenicol. Os isolados de amostras de fezes
humanas se destacaram com menores chances de serem MDR em referéncia as
demais origens amostrais. Para a analise do dendrograma, os isolados de E. coli
apresentaram uma diversidade dos perfis de resisténcia nas varidveis amostrais nao
ocorrendo um agrupamento em clusteres segundo as origens das amostras, com
excecdao dos isolados de fezes humanas que tenderam a se agruparem, evidenciando
a menor resisténcia antimicrobiana (RAM) dessa variavel amostral em relacdo as
demais. A resisténcia antimicrobiana é uma questao importante para a saude publica
e uma abordagem ampla e multidisciplinar € essencial para reduzir 0s riscos em um
contexto de Saude Unica.

Palavras-chave: Enterobactérias; ESBL; resisténcia multipla aos antimicrobianos;

suideos.



SAMPAIO, ARYELE NUNES DA CRUZ. An One Health approach to establish potential
routes of antimicrobial resistance in a pork production chain. Msc. Degree Qualification
— Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), 95 p.

Abstract

The aim of the study was to determine the frequency, phenotypic profile, resistance
and multiresistance to antimicrobials and production of Extended Spectrum Beta-
lactamases (ESBLs) of Escherichia coli isolates from the swine production chain, as
well as comparing the resistance profile of isolates among different types of samples.
For this purpose, a total of 622 samples of swine carcasses from different stages of
slaughter process (n=400), swine feces (n=100), commercial cuts (n=45), environment
(n=67) and feces from employees (n=10) of a pig slaughterhouse certified by the
Federal Inspection Service, located in S&o Paulo state, Brazil, were collected. From
these, 73,6 % were positive and 1260 E. coli isolates were obtained from samples. No
isolates were obtained from water samples. The agar disk diffusion test, with 12
antimicrobials was used named: amoxicillin, ceftiofur, ceftazidime, cefotaxime,
imipenem, aztreonam, gentamicin, tetracycline, ciprofloxacin, sulfamethoxazole with
trimethoprim, chloramphenicol and azithromycin. To confirm the production of ESBLS,
E. coli isolates were submitted to a double-disk synergism test with cefotaxime,
ceftazidime and amoxicillin with clavulanic acid. There was a high resistance frequency
for five classes of antimicrobials (amoxicillin, gentamicin, tetracycline
sulfamethoxazole with trimethoprim and chloramphenicol). Of all isolates, 80.71 %
were multidrug-resistant (MDR). Every ESBL producing isolate was MDR and resistant
to amoxicillin, tetracycline and chloramphenicol. Isolates from human feces samples
had less chances of being MDR than samples from other sources. A diversity of
resistance profiles was verified within the samples, not clustering according to samples
sources, with the exception of human feces isolates that tended to cluster, evidencing
lower antimicrobial resistance (AMR) of these samples. In this study, high rates of
multidrug resistance and ESBL-producing strains were observed in Escherichia coli.
Antimicrobial resistance is of paramount importance for Public Health and a broad and
multidisciplinary approach is essential for reducing risks in the one health context.

Keywords: enterobacterias; ESBL; multidrug-resistant; pigs.
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1 INTRODUCAO

Agéncias globais para a protecédo da saude, como a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) e a Organizacao Mundial da Saude Animal (OIE), reconhecem que a
resisténcia antimicrobiana (RAM) é um problema global que remete a estratégias
interdisciplinares e integrativas de promoc¢do a saude, em que a salude humana e
animal (animais domésticos e de vida selvagem) sdo interdependentes e vinculadas
a saude dos ecossistemas (Lerner & Berg, 2015; Tiedje et al., 2019). Esta forma de
abordagem é conhecida atualmente como “One Health” (Saude Unica).

A RAM pode ocorrer de forma natural, com o passar do tempo e geralmente
esta relacionada as alteracfes genéticas dos microrganismos (OMS, 2020).

Escherichia coli foi classificada como um patégeno que representa ameaca a
saude publica pela RAM generalizada (OMS, 2003). A cadeia suina de producao, tem
sido relacionada como potencial reservatorio de E. coli multirresistentes. Essa
disseminacdo tem sido associada as cepas portadoras de material genético movel,
como plasmideos, que possuem a capacidade de transferir esses genes de
resisténcia para cepas de E. coli e outras bactérias, além da aquisicdo de genes de
outros microrganismos por conjugacao. Isso faz com que essa bactéria seja
considerada um biomarcador para o monitoramento de RAM, o que a torna um
microrganismo de importancia no contexto da Satde Unica (Ewers et al., 2012; Zheng
et al., 2012; Haenni et al., 2016; Brisola, 2018; Barillia et al., 2019).

Devido a preocupacdo com a selecdo e emergéncia de microrganismos
resistentes aos antibidticos e seu impacto na saude humana e animal, a utilizacdo
desses farmacos na producdo animal passou a ser questionada a partir do final da
década de 60 (Aarestrup, 2005; Maron et al., 2013).

Na produgdo de suinos, uma situagdo comum no Brasil, é a inclusdo de
antimicrobianos como acgéao terapéutica e promotores de crescimento utilizando como
vias de administracdo a injecdo muscular, alimentos e agua. Essa presséo seletiva
sobre o0s microrganismos pode ter impulsionado o desenvolvimento de
microrganismos resistentes aos farmacos utilizados na producdo animal (Lancini,
1994; Moreno et al, 2000; Threlfall et al., 2000; Aarestrup, 2005; Shobrak et al., 2014;
Founou et al., 2016; Scott et al., 2018; Kich et al., 2021). Entretanto, dados que
revelam a quantidade de antimicrobianos utilizados na suinocultura intensiva brasileira

SA0 escassos.
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Os procedimentos de abate desempenham um papel de grande relevancia na
contaminagao por microrganismos uma vez que podem levar a disseminacdo de
cepas resistentes ao longo da cadeia. Considerado um ponto critico no abate de
suinos, a evisceracdo aumenta as chances de contaminacdo na linha de abate
podendo ocorrer contaminacdo cruzada, quando ocorre 0 extravasamento de
conteudo fecal de forma acidental entrando em contato com a carcacga e suas partes,
orgaos e equipamentos. Utensilios como facas e chairas ou maos de colaboradores
podem disseminar a contaminacgéao (Franco, 2002; Rostagno et al., 2003).

Em virtude da relevancia da temética em questdo, como um dos grandes
desafios para saude publica atualmente e nos préximos anos, e 0 aumento da RAM
como um problema global emergente, que além de afetar a saide humana e animal,
impBe encargos sociais, econdbmicos e prejuizos ambientais, portanto, sendo
necessaria uma abordagem ampla e multidisciplinar de modo a reduzir os riscos a

saude humana, animal e ambiental (Queenan et al., 2016; Nguyen-Viet et al., 2017).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E A SAUDE UNICA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é a capacidade de resisténcia de
microrganismos a agentes antimicrobianos o que se tornou um grande risco para a
saude publica mundial e levou, em 2019, a OMS declarar a RAM como umas das 10
principais ameacas globais para a humanidade. Com constante e crescente ameaca,
estudos apontam que a RAM podera levar a até 10 milhdes de mortes anualmente em
2050 se nao for controlada (GLASS, 2021; OMS, 2020; O'Neill, 2016).

Os aspectos econdmicos ligados a RAM vao além do aumento do tempo de
hospitalizacbes e tratamentos mais dispendiosos. Hoje, o desenvolvimento de
resisténcia, por certas bactérias patogénicas € mais rdpido que a capacidade da
indastria para produzir novos antimicrobianos. O investimento na busca de novos
antimicrobianos fica mais complicado pois a descoberta de um novo antibiético pode
levar cerca de 7 a 10 anos e o desenvolvimento da resisténcia de 7 a 8 anos
(Fernandes, 2006).

A RAM ocorre de forma natural, com o passar do tempo, e geralmente esta
relacionada as alteracBes genéticas dos microrganismos isolados de humanos,
animais, plantas, alimentos e ambiente (OMS, 2020). Isso leva o conceito de “One
Health”, ser utilizado com grandes perspectivas frente ao controle RAM.

Séo citadas como formas mais importantes de aceleracdo das alteracdes
genéticas que permitem o surgimento e disseminagcdo de cepas resistentes nos
humanos e em animais: uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos,
exposicao constante aos antibiéticos e o modo com que 0s novos agentes sdo usados,
uso disseminado em animais, especialmente como promotor de crescimento (Silva,
2012). Portanto, o uso de antimicrobianos com principios ativos semelhantes em
humanos e animais podem levar a selecdo dos mesmos genes de resisténcia além de
determinar menor eficacia do farmaco, reducdo da vida util do antibidtico e
hospitalizagdes mais longas (Van Breda et al., 2017; Moreno et al., 2000; OMS, 2020).

Estudos realizados em uma variedade de cepas bacterianas resistentes,
patogénicas ou comensais, relatam que esses microrganismos podem se instalar e
colonizar seres humanos e haver diferentes niveis de resisténcia entre os isolados

(clinicos ou ambientais). A justificativa para tais apontamentos podem estar no fato de
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que a ingestdo de produtos de origem animal contendo residuos de farmacos
antimicrobianos, também utilizados de forma rotineira na medicina humana, pode
levar a diferentes perfis de resisténcia entre as cepas, dificultando o tratamento de
enfermidades infecciosas em humanos (Founou et al., 2016; Franco et al., 2003).

A facilidade de difusdo de genes de resisténcia também se d& pelo fato de
populacbes bacterianas poderem disseminar-se a nivel global uma vez que o
deslocamento humano, trafego de animais e alimentos € constante no mundo (Vaz,
2009). O que torna o problema mais alarmante, € a rapida disseminacéo global de
bactérias multirresistentes e panresistentes (conhecidas como superbactérias),
responsaveis por infec¢cbes resistentes ao tratamento com medicamentos
antimicrobianos, como os antibidticos existentes, se tornando um grave empasse pela
reduzida disponibilidade de novos antibiéticos (Jacoby, 2009; OMS, 2020). A mdultipla
resisténcia, que é quando os microrganismos se tornam resistentes a determinadas
antimicrobianos de classes distintas, geralmente, € mediada por plasmideos e
transposons. Desse modo, esse tipo de resisténcia pode ser transferido rapidamente
entre diferentes géneros e espécies bacterianas e frequentemente, resulta em
resisténcia cruzada com outros agentes da mesma classe (Quin et al., 2005).

Os microrganismos resistentes aos antimicrobianos, podem estar presentes no
ambiente e em humanos além de em toda cadeia dos produtos de origem animal, o
gue aponta os animas como reservatorios de genes de resisténcia. Dessa forma os
genes de resisténcia, podem ser transferidos aos patdgenos humanos de forma direta
(conjugacao) ou indireta (alimentos, dgua, ambiente, etc.) (Jiang & Shi, 2013; Jouini
et al., 2009; Davies & Davies, 2010; Marshall & Levy, 2011). Entretanto, os humanos
também assumem papel de importancia na RAM uma vez que o trato intestinal é um
reservatorio para bactérias e genes de resisténcia mais do que qualquer outro
ambiente estudado. Através do mecanismo de conjugacédo, esses genes moveis via
plasmideo sao transferidos para outras bactérias presentes no mesmo ambiente e aos
patdgenos e comensais que podem se tornar oportunistas (Arutyunov, 2013; Costa,
2016; Zechner et al., 2012).

O uso de antimicrobianos com finalidades veterinarias e de producao pecuaria,
assim como na medicina humana, esta diretamente ligado a liberacdo de substancias
no meio ambiente por meio de esgoto doméstico, efluentes hospitalares e industriais
e descarte incorreto desses residuos (Acurcio et al., 2013).

Alguns dos produtos de degradacéo excretados podem permanecer bioativos
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7

mesmo quando sua molécula € em grande parte metabolizada. A maioria dos
antibioticos ndo sédo completamente metabolizados no organismo animal, sendo
excretados na urina e nas fezes, na forma do composto original ou parcialmente
metabolizados, levando a contaminacdo de corpos hidricos. Os residuos de
antimicrobianos, podem acumular-se também no solo pelo uso de adubos
provenientes de fezes animais que resultam na contaminacdo de agua e alimentos
posteriormente consumidos por humanos e animais (Regitano & Leal, 2010; Thiele-
Bruhn, 2003). Esses fatores leva 0 ambiente apresentar como uma importante rota de
transmisséo e ser considerada como reservatorio para de genes de resisténcia (Singer
et al., 2016).

Estudos apontam que restricbes impostas ao uso de antimicrobianos em paises
da Unido Europeia, levaram a uma queda na prevaléncia RAM (Jensen & Hayes,
2014).

Considerando a importancia do tema discutido, no Brasil foram criadas
estratégias de prevencdo e combate a RAM através da elaboracdo o Plano de Acao
Nacional de Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da
Saude Unica (PAN-BR) pelo Ministério da Salde em convergéncia aos objetivos
definidos pela OMS, FAO e OIE. Ele traz um plano estratégico nacional sobre o tema
que é tratado em contexto mundial através de uma abordagem de saude Unica (Brasil,
2018). Essas acoes, se bem desenvolvidas, visam controlar o avanco da resisténcia

antimicrobiana por meio de uma abordagem de Satde Unica.

2.2 USO DE ANTIMICROBIANOS E A RESISTENCIA BACTERIANA NA CADEIA DE
PRODUCAO SUINA

Agentes antimicrobianos tém sido utilizados para fins agropecuarios, o que
inclui animais de producdo como suinos. Na suinocultura, antibidticos tém sido
empregados como promotores de crescimento, de formas profilaticas ou terapéuticas.
Entretanto, o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento é questionavel,
principalmente quando séo utilizados agentes antimicrobianos de importancia na
medicina humana visto que o uso desses principios ativos em baixas e constantes
concentragcbes na racado animal, propicia uma situacao ideal para selecao de cepas
resistentes a antimicrobianos e consequente disseminacdo no ambiente intestinal
animal (Barton, 2014; Moreno et al, 2000; Shobrak et al., 2014).
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Inicialmente, os suinos recebiam a alimentagdo com doses subterapéuticas de
antibioticos com o objetivo de modular microrganismos no trato gastrointestinal e por
se observar melhores parametros produtivos, sendo considerados promotores de
crescimento. Logo, seu uso se tornou continuo e intensificado. Essa presséao seletiva
sobre os microrganismos pode ter determinado o desenvolvimento de microrganismos
resistentes a farmacos utilizados na alimentacdo animal (Aarestrup, 2005; Founou et
al., 2016; Lancini, 1994; Moreno et al, 2000; Scott et al., 2018; Shobrak et al., 2014;
Threlfall et al., 2000).

Com a preocupacao do potencial risco a saude publica pela selecdo de cepas
resistentes, houve a proibicdo de uma série de agentes como promotores de
crescimento em todo o mundo (Aarestrup, 2005; Maron et al., 2013). Atenta a RAM, a
Unido Europeia proibiu o uso de antibiéticos como promotores de crescimento em
2006 (Barton, 2014). Entretanto, as frequéncias de resisténcia em enterobactérias
continuaram relativamente altas em alguns paises, o que pode estar relacionado ao
aumento da importacao de alimentos de origem animal e aos altos indices de animais
doentes levando ao aumento do uso terapéutico de antibidticos que exigem maiores
concentracdes do farmaco utilizado quando comparadas as doses subterapéuticas
(Jensen & Hayes, 2014).

Desde 1998, o Brasil tem proibido agentes antimicrobianos como melhoradores
de desempenho da classe dos glicopeptideos, como a avoparcina, devido ao risco de
selecdo cruzada com a vancomicina pertencente a mesma classe farmacoldgica e
importante agente na terapéutica médica. Desde entdo, foram criadas Instrucdes
Normativas (IN) pelo MAPA que proibem substancias antimicrobianas de serem
utlizadas como aditivos melhoradores de desempenho, tais como avoparcina,
assenicais, antimoniais, cloranfenicol, nitrofurados, olaquindox, carbadox, violeta
genciana, anfenicois, tetraciclinas, beta-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas),
quinolonas, sulfonamidas sistémicas, espiramicina, eritromicina, colistina, tilosina,
lincomicina e tiamulina. Essa proibicéo foi considerada um grande progresso para
contengdo do avanco a RAM, porém principios ativos como a virginiamicina
(estreptograminas) e a bacitracina, que segundo a OMS sdo agentes considerados
altamente importantes para a saude publica, ainda sdo autorizados como aditivos
melhoradores de desempenho para aves, bovinos e suinos no Brasil (Kich, 2021;
OMS, 2019).
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2.3 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria da familia Enterobacteriacea, bacilo Gram-
negativo, ndo esporogénica, anaerébio facultativa, catalase positiva, oxidase negativa,
em sua maioria fermentam a lactose, sdo moveis (flagelos peritriquios), com
temperatura de crescimento 6tima em 37°C e tem como habitat natural o trato
intestinal de humanos, animais de sangue quente e ambiente (Franco & Landgraf,
2033; Jay, 2005).

Por estar presente de forma abundante em fezes humanas e de animais é
considerada a mais fiel indicadora de contaminacao fecal. Cerca de 90 % das cepas
nao sdo reconhecidamente como patogénicas, sendo considerados, portanto, como
patdgenos oportunistas em individuos do grupo de risco (Feng et al., 2002; Brenner et
al., 2005; Tenaillon et al., 2010).

A presencga de enterobactérias em alimentos esta relacionada a falhas nas
praticas de higiene na producdo e comercializacéo, podendo ocorrer a contaminagao
em todas as etapas de producao, especialmente na evisceracao durante o abate dos
animais (Borch & Arinder, 2002).

As cepas de E. coli relacionados a alimentos e com capacidade de causar
doencas no homem, séo divididas em seis patotipos de acordo com manifestacdes
clinicas, fatores de viruléncia e mecanismos causadores de doenca sendo: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli de adeséo difusa (DAEC) e E. coli
shigatoxigénica (STEC) (Nataro & Kaper, 1998; Jay, 2005; Hidaka, 2009).

Recentemente, E. coli foi classificada como um patégeno que representa
ameaca saude publica pela RAM generalizada (OMS, 2017). A cadeia de producéo
suina tem sido relacionada como potencial reservatorio de E. coli multirresistentes
pela existéncia de cepas portadoras de elementos méveis, como plasmideos, com
capacidade de transferéncia para outras cepas de E. coli ou outros microrganismos.
(Ewers et al., 2012; Haenni et al., 2016; Zheng et al., 2012).

Na espécie suina, E. coli € um dos agentes que apresenta alta capacidade de
desenvolver RAM (Baccaro et al., 2003). Pesquisas desde os anos 80 relataram a
ocorréncia de cepas de E. coli patogénicas isoladas de carnes e dejetos suinos que

se mostraram resistentes a diversos antimicrobianos de uso comum na terapia
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humana e animal (Boerlin et al., 2005; Costa et al., 2006; Hill et al., 1988; Macédo et
al., 2007; Meng et al., 1998; Schroeder et al., 2002)

Escherichia coli exerce grande importancia na disseminagéo da RAM por estar
presente em diversas espécies animais e distribuida de maneira ubiquitaria, em
especial, porque algumas cepas possuem elementos moveis, como plasmideos, com
capacidade de transferéncia para outras cepas de E. coli ou outros microrganismos.
Isso faz com que E. coli seja considerada um biomarcador de monitoramento de RAM
0 que a torna um microrganismo de importancia no contexto da Satde Unica (Brisola,
2018; Barillia et al., 2019; Kaesbohrer et al., 2012; Fernandes, et al., 2016).

2.4 TIPOS DE RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia bacteriana pode ser natural (intrinseca) ou adquirida. A
resisténcia natural indica que alguns microrganismos sempre foram resistentes a
certos antibioticos. Essas bactérias ndo possuem processo metabdlico local-alvo que
seja afetado pelo antibiético, ou seja, 0s mecanismos celulares necessarios para a
sensibilidade antibidtica estdo ausentes na célula se tornando resistente naturalmente
(Silva, 2012; Vaz, 2009).

J& a resisténcia adquirida, ocorre em bactérias que eram anteriormente
sensiveis, logo assume ser um mecanismo de grande importancia na RAM. A
resisténcia adquirida ocorre através de alguns mecanismos relacionadas a
determinantes genéticos de resisténcia aos antibiéticos (Silva, 2012; Vaz, 2009).

Segundo Rang et al. (2007), Silva (2012) e Vaz (2009), existem trés
modalidades para a transferéncia de genes entre as bactérias:

Conjugacado: envolve o contato entre células, onde o DNA plasmidial é
transferido de uma bactéria para outra, sendo considerado o principal mecanismo de
disseminacéo de resisténcia bacteriana. A conjugacéo é codificada por plasmideos
conjugativos que contém genes de transferéncia. Esses plasmideos passam de uma
bactéria para outra, em geral da mesma espécie. A conjugacao € significativa em
populacdes de bactérias que sdo encontradas em elevadas densidades, como no
intestino animal e humano.

Transformacéo: bactérias captam o DNA puro no ambiente e o0 incorporam ao
genoma por recombinacdo homaologa normal. A transformacdo ndo € importante nos

problemas clinicos de resisténcia bacteriana aos antibidticos.
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Transducéao: processo pelo qual o DNA dos plasmideos € incluido em um fago
e transferido para outra bactéria da mesma espécie.

Uma vez adquirida a resisténcia, por qualquer dos mecanismos citados, ela se
torna prevalente devido a pressao seletiva de um antibidtico largamente usado. A
presenca de um antibiético proporciona oportunidade para que a subpopulacéo
resistente se desenvolva (Silva, 2012).

Ainda, segundo Rang et al. (2007) e Vaz (2009), a resisténcia entre 0s
elementos genéticos na bactéria ocorrem atraves de:

Mutacédo: através de eventos espontaneos, envolvendo sequéncias de DNA
cromossémico pela presenca de antibidticos que afetam os componentes das
estruturas bacterianas impedindo o acumulo dos farmacos.

Transposi¢ao: alguns segmentos de DNA sao transpostos, ou seja, transferidos
de um plasmideo para outro e também de plasmideo para 0 cromossomo e vice-versa.
Os transposons podem transportar um ou mais genes de resisténcia e podem, junto

com um plasmideo, alcancar uma nova espécie de bactéria.

2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIBIOTICOS

2.5.1 Alteracao de permeabilidade da membrana

A penetracdo do farmaco na bactéria, depende das caracteristicas fisico-
quimicas das moléculas do antibiotico. Dessa forma, os farmacos podem penetrar na
membrana celular de trés maneiras: self promoted uptake; difusdo simples, por
bicamada fosfolipidica; ou difusdo facilitada, medida por porinas. As porinas séo
proteinas de membrana externa de bactérias que formam canais hidrofilicos
especificos que estabelecem a passagem das substancias para o0 espaco
periplasmatico e assim para o interior da célula. Alteracdes estruturais em nimero ou
seletividade podem levar alteragdes na permeabilidade e por consequéncia a reducéo
da concentragdo do farmaco intracelular (Baptista, 2013; Costa & Silva Junior, 2017,
Franco et al., 2015).

2.5.2 Alteracao do local de acéo do antibiético

Os antibioticos, em sua maioria, tém alvos especificos de ligacdo com alta
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afinidade. Alteracdes da estrutura do peptideoglicano, interferéncia na sintese de
proteinas ou na sintese de DNA, podem levar a diminui¢do ou auséncia da afinidade
do antibiético com o seu local de ligacao (Baptista, 2013; Costa & Silva Juanior, 2017;
Franco et al., 2015).

2.5.3 Bomba de efluxo

As bombas de efluxo séo proteinas de membrana que fazem o transporte ativo
dos antibi6ticos para o meio extracelular, mantendo as concentracdes intracelulares
em baixos niveis. Elas se categorizam em cinco classes de transportadores: major
facilitator family (MFS), multidrug and toxic efflux (MATE), resistance-nodulation-
division family (RND), small multidrug resistance (SMR), adenosine triphosphate
binding cassette (ABC) que atuam por transporte ativo, com excecéo da ABC que atua
por transporte ativo secundario atraves da hidrélise de ATP (Baptista, 2013; Costa &
Silva Juanior, 2017; Franco et al., 2015).

2.5.4 Mecanismo enzimatico

A degradagdo ou inativacdo de farmacos por enzimas bacterianas € o
mecanismo bioquimico de resisténcia mais importante e comum. Isso pode ocorrer
por hidrolise, transferéncia de um grupo quimico ou processo de oxidorreducéo. O
mais classico exemplo sdo as enzimas beta-lactamases que hidrolisam o anel beta-
lactamico de farmacos da classe dos beta-lactamicos (Baptista, 2013; Costa & Silva
Junior, 2017; Franco et al., 2015).

2.6 MECANISMO DE ACAO DE ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

2.6.1 Aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicosideos, devido seu amplo espectro, exercem
importante papel desde a década de 1940, quando foi descoberta a estreptomicina
em 1944. Essa classe inclui os antibidticos estreptomicina, neomicina, canamicina,

netilmicina, paromomicina, gentamicina, tobramicina e amicacina, sendo, 0s trés
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altimos mais empregados em virtude da menor toxicidade e cobertura mais ampla
contra os microrganismos alvo (Rang et al., 2007; Quentin et al., 2014). Estudos tém
demonstrado que esses antibibticos, em sinergia com outros agentes antibacterianos,
como os beta-lactamicos, que inibem a sintese da parede celular, sdo comumente
utilizados em combinacdo gerando melhores resultados no tratamento de infec¢oes
bacterianas graves (Quentin et al., 2014; Silva, 2012).

As bactérias apresentam basicamente trés mecanismos gerais de resisténcia
aos aminoglicosideos. O primeiro consiste na producéo codificada por plasmideos de
uma enzima transferase ou enzimas que inativam aminoglicosideos por adenilagéo,
acetilacdo ou fosforilacdo. Outro é a possibilidade da entrada ser dificultada por
alteracdo ou eliminacédo de porinas ou outras proteinas envolvidas no transporte do
farmaco. No terceiro mecanismo, o alvo do farmaco na subunidade 30S do ribossomo

pode tornar-se resistente a sua ligacdo pela mutacdo ou atividade de enzima
codificada por plasmideo (Quentin et al., 2014; Silva, 2012).

2.6.2 Anfenicois

Os anfenict6is sdo antibidticos de amplo espectro, sendo seu principal
representante o cloranfenicol. O cloranfenicol € um antibiético bacteriostatico assim
como seus analogos que inibem a sintese proteica dos microrganismos sensiveis,
ligando-se a subunidade 50S dos ribossomos. Dessa forma, interfere na formacao do
peptideo, ao bloquearem a enzima peptidiltransferase e impedirem o alongamento da
cadeia polipeptidica, caracteristica dos antibiéticos bacteriostaticos (Spinosa, et al.,
1999; Rang et al., 2007).

Os microrganismos desenvolveram resisténcia ao cloranfenicol mediante dois
mecanismos principais. A resisténcia de baixo nivel em grandes populacdes sensiveis
ao cloranfenicol por meio da selecédo de mutantes com permeabilidade diminuida ao
farmaco e o tipo de resisténcia, mais significativo clinicamente, desenvolveu-se em
decorréncia da disseminacao de cloranfenicol acetiltransferases (CAT) codificadas por
plasmideos. Essa enzima impede a interagdo do cloranfenicol com os ribossomos
bacterianos, anulando a atividade antibacteriana e inativando o farmaco (Hird &
Knifton, 1986; Ryou & Coen, 2014).

Logo ap6s o inicio do uso do cloranfenicol, relatos passaram a ligar esse agente

antimicrobiano a casos de anemia aplasica em humanos (Silva, 2012). Relacionado
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aos seus efeitos adversos, em alguns paises, 0 uso do cloranfenicol, foi reduzido a
terapia alternativa em casos de infec¢des graves, nas quais outros antibiéticos menos
toxicos sédo ineficazes ou contraindicados, como para febre tiféide, sendo seu uso
profilatico ndo apropriado (Silva, 2012; Ryou & Coen, 2014). Em 1994 foi proibida a
utilizacdo em animais de produgcdo na Unido Europeia. Entretanto, o florfenicol,
derivado florado do cloranfenicol, foi licenciado para tratamento de infecgOes
respiratorias em bovinos e suinos em 1995 e 2000, respectivamente por nao
demonstrar efeitos adversos nos animais, sendo este ndo utilizado na medicina
humana atualmente (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001; Schwarz et al., 2004;). No
Brasil o uso de cloranfenicol na producédo animal foi proibido e a classe anfenicois

proibida como promotor de crescimento (Brasil, 2003; Brasil, 2009).

2.6.3 Inibidores de Folato

As sulfonamidas passaram a ser muito utilizadas nas medicinas humana e
veterinaria o que levou ao grande numero de microrganismos resistentes a esses
agentes. Seu espectro de acao é amplo, abrangendo bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e diversos protozodrios (Paes, 2012).

Muitas sulfonamidas foram desenvolvidas embora sua importancia tenha
declinado em face ao aumento da resisténcia sendo sulfadiazina, sulfadimidina,
sulfametoxazol, sulfametopirazina, sulfassalazina, sulfanilamida e o sulfa
memetoxazol em combinacgéo a trimetoprima (Rang et al., 2007). As sulfanilamidas
sdo farmacos com acao seletiva e bacteriostéaticas, inibindo o crescimento bacteriano.
S&do analogos estruturais do acido paraminobenzdico (PABA), que € precursor do
acido félico nas bactérias. O folato é necessario para a sinteses dos precursores de
DNA das bactérias, assim como nos mamiferos, porém as bactérias precisam
sintetizar o acido félico, ja os mamiferos podem obté-lo por fontes dietéticas (Paes,
2012; Rang et al., 2007).

As sulfonamidas competem com o PABA pela enzima diidropteroato sintase
(DHPS), causando seu efeito bacteriostatico. A trimetoprima inibem a mesma via de
acdo bacteriana, inibindo a enzima dihidrofolato redutase (DHFR), ligando
competitivamente ao seu sitio de agdo o que € potencializado quando usado em
associacao a sulfonamida (Paes, 2012; Rang et al., 2007).

A resisténcia das bactérias as sulfonamidas ocorre através de alteracdes de
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genes cromossdmicos, mecanismos mediados por plasmideos e transposons e
envolvem alteracbes no metabolismo dos folatos, alteragbes na constituicdo
enzimatica da célula bacteriana e alteracbes na permeabilidade das membranas
celulares. Os principais mecanismos de resisténcia mediados por genes
cromossOmicos sdo: diminuicdo da permeabilidade da membrana bacteriana para o
afluxo das sulfonamidas impedindo que penetrem no interior das bactérias para
exercerem seus efeitos que pode ser obtida por transferéncia bacteriana de um
plasmideo de resisténcia; a hiperproducédo de acido paraminobenzoico (PABA), o que
anula o efeito da competicdo com as sulfonamidas; ou mutacéo no sitio de ligacédo
PABA na di-hidropteroato sintase (DHPS) levando a diminuicdo da afinidade da

enzima por sulfonamidas (Paes, 2012; Quentin, et al., 2014).

2.6.4 Macrolideos

Os macrolideos sdo denominados dessa forma por seus anéis de lactona com
muitos membros aos quais um ou mais desoxiacucares estdo conectados. Os mais
importantes  macrolideos sdo eritromicina, roxitromicina, azitromicina e
claritromicinatanto que utlilizados nas medicinas humana e veterinaria, tendo ainda a
estreptomicina e a teltromicina de menor utilidade (Rang et al., 2007; Ryou & Coen,
2014). Sao antibioticos bactericidas ou bacteriostaticos, com efeito dependendo da
concentracdo e do tipo de microrganismo, eles bloqueiam a etapa de translocacédo da
sintese proteica ao atuar sobre o alvo rRNA 23S da subunidade 50 S, sendo a mesma
unidade 50S do ribossomo bacteriano que o cloranfenicol, podendo competir se
administrados conjuntamente (Rang et al., 2007; Ryou & Coen, 2014).

A resisténcia das bactérias a esse grupo consiste na producdo de esterases
que hidrolisam os macrolideos; modificacdo do sitio de ligacdo ribossémico por
mutacdo cromossOmica, reducdo da permeabilidade da membrana ou, mais
comumente, aumentam o efluxo ativo do farmaco; e a producdo de metilase que
modifica o0 alvo cromoss6émico resultando na diminui¢éo da ligagcédo do farmaco (Rang
et al., 2007; Ryou & Coen, 2014).

2.6.5 Quinolonas

Uma das primeiras quinolonas de uso clinico foi 0 acido nalidixico. A sintese de
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outros compostos por modificagBes na estrutura quimica levou a obtengcdo de novas
quinolonas que contém um &atomo de flior, sendo o norfloxacino a primeira
fluorquinolona sintetizada para o uso em humanos. As quinolonas fluoradas possuem
maior atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas. Logo, sdo agentes
antibacterianos utilizados na medicina humana e veterinaria para tratamento de
grande numero de infec¢des e enfermidades infecciosas. Exemplos de quinolonas
utilizadas na medicina humana e veterinaria, sdo algumas quinolonas de segunda
geracdo (norfloxacino, ciprofloxacino, danofloxacino e enrofloxacino) e terceira
geracdo, utilizadas em situacdes especificas na medicina veterinéria (levofloxacino e
gatifloxacino) (Paes, 2012; Rang et al., 2007).

O mecanismo de acdo das quinolonas é bactericida, resultado da inibicdo de
uma ou ambas topoisomerase tipo I, DNA-girase (topoissomerase Il) e topoisomerase
IV, inibindo principalmente DNA girasse em microrganismos Gram-negativos e
topoisomerase IV em Gram-positivos (Paes, 2012; Ryou & Coen, 2014).

A resisténcia bacteriana as quinolonas ocorre por meio de mutacdes
cromossOmicas nos genes que codificam topoisomerases tipo Il ou alteracdes na
expressdo de porinas e bombas de efluxo das membranas que determinam a
concentracdo de farmaco no interior das células (Ryou & Coen, 2014). Mecanismos
de resisténcia bacteriana as fluorquinolonas por plasmideos foram pouco observados

e sdo insignificantes (Paes, 2012).

2.6.6 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibioticos de amplo espectro. Esses compostos sédo de
grande interesse na medicina veterinaria especialmente a tetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina, doxiciclina e minociclina (Paes, 2012; Rang et al., 2007).

Agem promovendo a inibicdo da sintese proteica ao se ligarem a fracdo 30S do
ribossomo bacteriano impedindo a fixagdo do RNA aminoacil transferase
impossibilitando o aporte de aminoacidos absorvidos pela célula e assim inibindo a
sintese de proteinas (Paes, 2012; Silva, 2012). Penetram nas bactérias Gram-
negativas por canais de porinas, também pelo mecanismo de transporte ativo,
impulsionando todas tetraciclinas através da membrana citoplasmatica (Paes, 2012).

Com o uso disseminado desses farmacos, a resisténcia tem aumentado, até

mesmo em espécies bacterianas antes consideradas sensiveis (Silva, 2012). A
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resisténcia bacteriana as tetraciclinas é muito frequente. Bactérias que se tornam
resistentes a uma tetraciclina, geralmente, se tornam resistentes a todas. Isso ocorre
pela resisténcia ser mediada por plasmideos e transposons, ocorrendo também por
mutacdo cromossémica (Paes, 2012). O mais disseminado mecanismo de resisténcia
ocorre através de bombas de efluxo codificadas por plasmideos com o aumento do
efluxo ou reducao do influxo do farmaco. Outras formas de resisténcia € a producéo
de proteinas que que interferem na ligacdo do farmaco ao ribossomo bacteriano
impedindo a acdo na fracdo 30S, onde exercem seus efeitos e a inativacdo enzimatica

das tetraciclinas (Paes, 2012; Ryou; Coen, 2014).

2.6.7 Beta-lactamicos

O grupo dos beta-lactamicos € definido pela presenca do anel beta-lactamico,
essencial para atividade antimicrobiana, cujo rompimento em qualquer local, promove
a inativacao do farmaco. Sao antimicrobianos de elevada importancia devido a sua
excelente eficacia terapéutica e baixa toxicidade. O grupo € formado principalmente
pelas penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactdmicos e acido
clavulanico (Paes, 2012; Silva, 2012). Apesar de todos possuirem o anel beta-
lactamico, os diferentes agentes pertencentes a esse grupo variam em sua estrutura
guimica contendo diferentes tipos de cadeias lineares, o que diferencia suas
caracteristicas, espectros de acédo e resisténcia as beta-lactamases (Azevedo, 2014,
Lupoli et al.,, 2014). Entretanto, todos antibidticos beta-lactamicos interferem na
sintese da parede celular bacteriana (Silva; 2012).

Penicilinas

A penincilina foi o primeiro antibitico a ser desenvolvido e utilizado
clinicamente em 1941 (Azevedo, 2014, Silva, 2012). As penicilinas tém como nucleo
formador o acido penicilanico (6-APA). As modificagcbes realizadas nessa molécula,
permitiram a classificacdo das penicilinas em diferentes grupos: Grupo 1, sensiveis a
penicilinase ou penicilinas naturais (penincilina G e penincilina v); Grupo 2, resistentes
a penicilinase ou beta-lactamases (meticilina, nafcilina, oxacilina e cloxacilina); Grupo
3, de amplo espectro (ampicilina e seus analogos como amoxicilina); Grupo 4,

antipseudomonas ou de terceira geracao (carbenicilina, ticarcilina e piperacilina);
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Grupo 5 e outros tipos (monobactamicos) (Paes, 2012; Silva, 2012).

As penicilinas sdo suscetiveis a acdo das beta-lactamases e sdo rapidamente
eliminadas pelo organismo (Azevedo, 2014) exercem acao bactericida inibindo a
sintese da parede celular das bactérias em processo de divisdo, provocando a lise
osmotica e morte por interferéncia direta na sintese do peptidoglicano (Paes, 2012).

As bactérias adquirem resisténcia as penicilinas através de quatro
mecanismos: inativacdo enzimatica das penicilinas pelas beta-lactamases; reducéo
da permeabilidade da parede celular as penicilinas que ndo conseguem alcancar seus
locais de ligacdo, representados por proteinas especificas (PLP); alteracdes
conformacionais nas proteinas de ligagcdo de penicilinas, bloqgueando a atividade

antibiotica; e aparecimento do fenbmeno de tolerancia (Silva, 2012).

Carbapenémicos

Os carbapenémicos e monobactamicos foram desenvolvidos para o uso contra
microrganismos Gram-negativos produtores de beta-lactamase resistentes a
penicilina (Rang et al., 2007). A classe dos carbapenémicos é tida como a ultima linha
contra bactérias resistentes, possuem maior espectro de acdo contra bactérias Gram-
positivas e negativas e estabilidade as beta-lactamases, incluindo as de espectro
estendido (Azevedo, 2014; Ribeiro, 2013). Sao utilizados na pratica clinica: imipenem,
meropenem, doripenem e ertapenem (Lupoli et al., 2014).

O imipenem era originalmente resistente a todas as beta-lacatamases, porém
alguns microrganismos possuem agora genes cromossomicos que codificam beta-
lactamases que hidrolisam o imipenem (Rang et al., 2007). Exerce seu efeito
antibacteriano ligando-se a proteinas especificas que acoplam as penicilinas,
produzindo eferoplastos, forma de degradacdo das bactérias; combina-se com
proteinas especificas do tipo | levando rapidamente ao efeito letal; e penetracéo
através da membrana externa dos Gram-negativos. O imipenem é resistente a quase
todos os tipos de beta-lactamases (com excecao as produzidas por Pseudomonas
multophila e Bacteroides fragiles), sendo a resisténcia ao imipenem por beta-

lactamases muito rara (Silva, 2012).
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Monobactamicos

Quimicamente, os monobactamicos caracterizam-se por serem monociclicos,
diferentemente das cefalosporinas e carbapenémicos, que sao biciclicos. Possuem
como nucleo o &cido 3-aminomonobactamico (3-AMA) (Silva, 2012). O aztreonam,
Unico antibiético monobactamico comercializado, possui grande e especifica atividade
contra bactérias Gram-negativas e elevada estabilidade para a maioria das beta-
lactamases (Lupoli, 2014; Rang et al., 2007; Silva, 2012).

O aztreonam interfere na biossintese da parede celular bacteriana, também é
capaz de atravessar facilmente a membrana das bactérias Gram-negativas e tem
afinidade pelo tipo 3 das proteinas especificas que se ligam as penicilinas fazendo
com que as bactérias se tornem filamentosas, percam sua capacidade reprodutora e
ocorrendo sua lise. Embora seja resistente a maioria das beta-lactamases mediadas
por plasmideos e cromossomos, pode ocorrer resisténcia a certos bacilos Gram-
negativos (como Enterobacter e Serratia) pela presenca de beta-lactamases
induziveis do tipo | mediadas por cromossomos que se ligam ao antibidtico e o
inativam (Silva, 2012).

Cefalospirinas

As cefalosporinas representam, sem duavida, uma importante classe de
antibioticos na medicina atual. O isolamento do &cido 7-aminocefalosporanico foi um
passo essencial para producdo semissintética desses produtos ja que as
cefalosporinas naturais apresentam baixo poder antimicrobiano. Apesar de serem
ativas de modo geral contra bactérias Gram-positivas e negativas, 0s espectros
antimicrobianos das cefalosporinas variam de acordo com cada uma delas (Silva,
2012).

As cefalosporinas de primeira geracao (cefazolina e cefalexina), mostram-se
mais ativas contra espécies Gram-positivas e bacilos Gram-negativos. As
cefalosporinas de segunda geracao (cefuroxima, cefotetana e cefoxitina) exibem, em
geral, resisténcia a maior quantidade beta-lactamases que as de primeira geracao. As
cefalosporinas de terceira geracao (ceftiofur, ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima)
possuem ampla e potente agdo antibacteriana, sdo resistentes a muitas beta-

lactamases mostram-se altamente ativas contra enterobactérias incluindo E. coli,
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porém sao menos ativas contra microrganismos Gram-positivos do que os farmacos
de primeira geracdo. As bactérias Gram-negativas que adquirem atividade beta-
lactamase de espectro estendido mostram-se resistentes a cefalosporinas de terceira
geracdo. A cefepima, Unica cefalosporina de quarta geracdo atualmente disponivel,
apresenta-se altamente ativa contra bactérias da familia Enterobacteriaceae. Ainda,
as cefalosporinas de quinta geracao (ceftarolina e ceftobiprol), diferenciam das outras
cefalosporinas por serem farmacos potentes contra microrganismos Ccomo
Staphylococcus aureus resistentes a multiplos farmacos (Lupoli et al., 2014).

O mecanismo de acao das cefalosporinas € semelhante ao das penicilinas,
que, por meio da ligacéo irreversivel as proteinas de ligagdo a penicilina provocam a
inibicdo da enzima transpeptidase entre cadeias peptidicas do peptidoglicano da
parede celular bacteriana em formacéo inibindo a formacdo da parede celular na
bactéria, levando a sua lise (Lupoli et al., 2014). O mecanismo de resisténcia
bacteriana as cefalosporinas sdo mediados por mutacdo cromossdmica ou por
plasmideos e transposons e se manifestam por producdo de beta-lactamases ou
cefalosporinases ou por impermeabilidade da membrana celular a penetracdo das

cefalosporinas (Paes, 2012).

Inibidores de beta-lactamases

Os inibidores das beta-lactamases, como o acido clavulanico, também séo
considerados beta-lactamicos pois possuem a mesma estrutura base (Azevedo,
2014). O é&cido clavulanico é um derivado beta-lactdmico de baixa atividade
bacteriana, mas com alta capacidade inibitéria de muitas beta-lactamases. Muito
empregado em associacdo a amoxicilina, se liga irreversivelmente as beta-lactamases

protegendo os antibiéticos contra acao dessas enzimas (Silva, 2012).

2.7 PRODUCAO DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBL)

As beta-lactamases sdo enzimas cromossomicas ou plasmaticas capazes de
hidrolizar o anel beta-lactamico na sua ligacdo CO-N e transformam em acido
peniciléico promovendo a inativagdo do farmaco (Paes, 2012; Azevedo, 2014).

Esse foi um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia

bacteriana. Foram descritas pela primeira vez em 1940 por Abraham & Chain em
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cepas de E. coli capazes de destruir a penicilina (Zeba, 2004). Em 1983 foi detectado
um novo grupo de enzimas nomeadas beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs
— Extended Spectrum Beta-Lactamases) em cepas de Serratia marcescens e
Klebsiella pneumoniae (Dalmarco et al., 2006). Como as beta-lactamases sao
codificadas por plasmideos, elas podem disseminar por populacdes bacterianas e
humanas com grande velocidade (Lupoli et al., 2014). Existem mais de 180 ESBLs
identificadas. E observada, principalmente em Staphylococcus spp. e bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter spp., Klebsiella
pneumoniae e outros membros da familia Enterobacteriaceae (Baptista, 2013; Paes,
2012).

As enzimas foram denominadas de ESBL devido ao fato de serem codificadas
por genes plasmidiais que, geralmente, carreiam genes de resisténcia a outros
antimicrobianos. Dessa forma, as cepas produtoras de ESBL sdo em sua maioria
multidroga resistente (MDR) (Giuriatti, 2017). Essas enzimas sao capazes de conferir
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e ao aztreonam, porém sao neutralizadas
pelos inibidores de beta-lactamases (Canton et al., 2012; Dalmarco et al., 2006). Além
disso, em patdgenos multirresistentes, a producdo de ESBL estd frequentemente
associada a resisténcia a outros antimicrobianos, como aminoglicosideos, quinolonas,
tetraciclinas e sulfas (Cornaglia et al., 2008) e representam um importante problema
de saude publica, pois bactérias produtoras de ESBL sdo a maior causa de falha
terapéutica com cefalosporinas (Bradford, 2001; Bush, 2001). Atualmente, bactérias
produtoras de ESBLs tém sido frequentemente isoladas de animais de producao, o
que pode caracterizar um risco para a saude humana, ja que estas podem colonizar
ou provocar doencas em humanos, além de servir como reservatérios de genes de

ESBLs que transitam entre humanos e animais (Smet et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de resisténcia, perfil fenotipico e multirresisténcia aos
antimicrobianos e producédo de ESBL em isolados de Eschericha coli obtidos a partir
de amostras de carcacas e fezes suinas, agua tratada e de processamento, ambiente,
fezes de funcionarios e alimentos de um abatedouro suino contemplando uma

abordagem em Satde Unica (One Health).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Determinar a frequéncia de Escherichia coli em amostras de carcaca suina
de diferentes pontos do abate, fezes suinas, ambiente, fezes de funcionérios, 4gua
tratada e de processamento e alimentos (cortes comerciais) de um abatedouro de
suinos;

(2) Verificar o perfil fenotipico de resisténcia, multirresisténcia aos
antimicrobianos e producdo de ESBL em isolados de Escherichia coli provenientes
das amostras coletadas;

(3) Comparar perfil fenotipico de resisténcia dos isolados de Escherichia coli

entre os diferentes tipos de amostras e classes de antimicrobianos.
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ABSTRACT

The aim of the study was to determine the frequency, resistance and multiresistance
to antimicrobials and the production of Extended Spectrum Beta-lactamases (ESBLS)
of Escherichia coli isolates from the swine production chain, as well as the comparison
of the resistance profile of the isolates among different types of samples. For this
purpose, a total of 622 samples of swine carcasses from different points of slaughter
process (n=400), swine feces (n=100), commercial cuts (n=45), environment (n=67)
and feces from employees (n=10) of a pig slaughterhouse certified by the Federal
Inspection Service, located in Sdo Paulo state, Brazil, were collected. 73,6 % of
samples were positive and 1260 E. coli isolates were obtained from samples. No
isolates were obtained from water samples. The agar disk diffusion test, with 12
antimicrobials: amoxicillin, ceftiofur, ceftazidime, cefotaxime, imipenem, aztreonam,
gentamicin, tetracycline, ciprofloxacin, sulfamethoxazole with trimethoprim,
chloramphenicol and azithromycin was used. To confirm the production of ESBLS, the
E. coli isolates were submitted to a double-disk synergism test using cefotaxime,
ceftazidime and amoxicillin with clavulanic acid. There was a high resistance frequency
for five classes of antimicrobials (amoxicillin, gentamicin, tetracycline
sulfamethoxazole with trimethoprim and chloramphenicol). Of the total isolates, 80.71
% were multidrug-resistant (MDR). All ESBL producing isolates were MDR and
resistant to amoxicillin, tetracycline and chloramphenicol. Isolates from human feces
samples had less chances of being MDR than samples from other sources. A diversity
of resistance profiles was verified in the samples, not clustering according to the
sources, except for human feces isolates that clustered, evidencing lower antimicrobial
resistance (MDR) variability of this samples. In this study, high rates of multidrug
resistance and ESBL-producing strains were observed in Escherichia coli. AMR is
present in an expressive way on pork production chain, and a broad multidisciplinary
approach is essential for reducing risks in the one health context.

Keywords: Enterobacteria; ESBL; MDR; pigs.
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1. Introduction

To meet the growing demand for animal protein, swine industry seeks higher
productivity. Initially, subtherapeutic doses of antibiotics, called growth promoters,
were used to modulate microorganisms in the gastrointestinal tract and improve
production parameters but soon their use became continuous and intensified,
surpassing prophylactic and therapeutic purposes. This selective pressure on
microorganisms may have boosted the development of drug-resistant bacteria in pork
products and other animal origin food (Aarestrup, 2005; Founou et al., 2016; Lancini,
1994; Moreno et al., 2000; Scott et al., 2018; Shobrak & Abo-Amer, 2014).

Swine production chain has also been mentioned as a potential reservoir of
antimicrobial resistance (AMR) Escherichia coli, due to strains that harbor mobile
genetic material, such as plasmids, which can transfer these resistance genes to other
E. coli strains or other species, in addition to acquisition of genes from other
microorganisms by conjugation. All factors mentioned makes these bacteria a
biomarker for AMR, being an important microorganism in the context of One Health
(Barilli et al., 2019; BRISOLA, 2018; Ewers et al., 2012; Haenni et al., 2016; Zheng et
al., 2012).

AMR is one of the biggest challenges for public health in present and future,
and must be recognized as an emerging global problem, which can affect human and
animal health and impose social, economic and environmental damages. So, a broad
multidisciplinary approach is needed to reduce the risks to One Health (Nguyen-Viet
et al., 2017; Queenan et al., 2016). Thus, this work aimed to characterize, compare
the resistance profile, and confirm the production of extended spectrum beta-
lactamase enzymes (ESBL) from Escherichia coli isolates from samples of humans,
animals, pork products and the environment of a swine slaughterhouse, contemplating

a One Health approach.

2. Materials and methods
2.1. Sampling
Samples were collected from one swine slaughterhouse located in S&o Paulo

state, Brazil, with capacity of 1.500 animals per day and certified by Federal Inspection

Service. A total of 622 samples were collected from 10 batches raised in different
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farms. From each batch, animals (carcasses and feces), environment (equipment
surface and water), handlers with direct contact with the animals and final products

(commercial meat cuts) were sampled, as shown in Table 1.

Table 1 - Sample types, sampling stages and methods for Escherichia coli screening
in a pig slaughterhouse.

Sample types Sampling point Method Analytical unit Total
Carcass — After bleeding Swab 400 cm?2 100
Animal Carcass — After scglding _ Swab 400 cm?2 100
Carcass — After evisceration Swab 400 cm? 100
Carcass — After final wash Swab 400 cm? 100
Feces Swab Unity 100
Environment Watgr (Residual and potable) Flask 100 mL 20
Equipment and utensils surface Swab 400 cm? 47
Human Employee feces Swab Unity 10
Food (final products) Rump, rib, loin cup, shoulder and shank Swab 400 cm? 45
Total 622

The samples of carcasses, equipment surfaces and final products were
obtained by swab technique with Nasco® Whirl-Pak® sponges previously
hydrated with NaCl saline 0.85 % (m/v). During sampling, sterile molds of 100 cm?
(10 cm x 10 cm) were used to delimit the area to be sampled. From each surface
(internal and external carcass, equipment and final products), four distinct and
representative points were evaluated, totaling 400 cmz2. After collection, the sponges
were placed in sterile containers and kept under refrigeration.

Animal feces were obtained by rectal swab technique. These samples were
stored in Cary Blair transport medium, kept refrigerated and sent to the laboratory for
processing. The water samples were collected with the aid of a sterile flask containing
sodium thiosulphate solution, kept under refrigeration and sent to the laboratory for
processing.

The collection of human feces was carried out with the consent of the
collaborators. Sterile containers, a swab in Cary Blair transport and a manual with
collection guidelines and recommendations were made available. The feces were
placed in a sterile vial and the samples were transferred to a sterile tube containing the
transport medium with a swab. These samples were identified and stored in isothermal

boxes to be sent to the laboratory.
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2.2 Escherichia coli isolation

Sponges of swab samples from carcasses, environment (equipment and
utensils) and final products were processed by adding 180 mL of Buffered Peptone
Water (APT, Oxoid®) and homogenized in Stomacher at 185 rpm for 3 minutes and
further incubated at 37°C for 18-24 h. Aliquots of the broth were streaked on
MacConkey Agar (MC, Oxoid®) and incubated at 37°C for 18-24 h. From the water
samples, 25 mL were aliquoted and 225 mL of APT were added, homogenized in
Stomacher at 185 rpm for 3 minutes and incubated at 37°C for 18-24 h. Aliquots of the
broth were streaked on MacConkey Agar and incubated at 37°C for 18-24h. Swab with
samples of feces from animals and humans were plated directly on MacConkey Agar
and incubated for 18-24 hours at 37°C. The plates were examined and five colonies
with typical morphology for E. coli (pink colonies with bile precipitates) plus two lactose
non-fermenters of each morphological type were selected per sample. All suspicious
colonies selected were then streaked on Tryptone Soy Agar (TSA, Oxoid®) and
incubated at 36°C for 18-24 h. Confirmation was obtained by IMVIC test. Based on the
biochemical characteristics of E. coli, the isolates were maintained in Nutrient Agar
(Nutrient Agar, Oxoid®) and Brain and Heart Infusion broth (BHI, Oxoid®) with glycerol.
Nutrient agar was kept under refrigeration (4°C) and BHI broth frozen (-18°C) for further

analysis.

2.3. Antimicrobial resistance phenotypic profile

2.3.1. Antimicrobial sensitivity profile by disk-diffusion

E. coli isolates were tested for resistance to 10 antimicrobial classes using the
agar disk-diffusion method (CLSI, 2020). The choice of antimicrobials and
concentrations were based on the Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI
(2020) and Clinical and Laboratory Standards Institute Veterinary - CLSIVET
(CLSIVET, 2018) to determine the sensitivity profile of enterobacteria: Penicillins:
Amoxicillin — AMO - 10 pg; Cephalosporins: Ceftiofur — CTF - 30 pg, Ceftazidime —
CAZ - 10 pg, Cefotaxime — CTX - 5 pg; Carbapenems: Imipenem — IPM — 10 pug;
Monobactams: Aztreonam — ATM - 30 pg; Aminoglycosides: Gentamicin — GEN - 10
ug; Tetracyclines: Tetracycline — TET - 30 pg; Quinolones: Ciprofloxacin — CIP - 5 ug;
Folate Inhibitors: Sulfamethoxazole with Trimethoprim — SUT - 23.75/1.25 ug;
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Phenicols: Chloramphenicol — CLO - 30 ug and Macrolides: Azithromycin — AZI - 15
Hg. For this purpose, isolates were cultivated in BHI broth and incubated at 37°C for
18-24 h. The cultures were then diluted in sterile saline solution (NaCl 0.85 %) until a
turbidity compatible with 0.5 degree of Mac Farland scale was achieved (approximately
1.5 x 108 CFU/mL). The suspension was later seeded on a plate containing Mueller-
Hinton Agar with sterile swabs, and the antibiotic discs were added and incubated at
37°C for 18-24 h. The halo of inhibition was measured and the result was previously
classified as resistant, intermediate or sensitive, based on the CSLI (2020) and
CLSIVET (2018) recommendations. Control was done with a pan-susceptible strain of
Escherichia coli ATCC® 25922. For all analysis (except for the dendrogram) isolates
with an intermediate resistance profile were considered resistant. Strains with
resistance to three or more classes simultaneously were considered multidrug-
resistant (MDR) (Magiorakos et al., 2011).

2.3.2. Detection and confirmation of extended spectrum beta-lactamase (ESBL)
producing E. coli

Following the EUCAST (2017) screening methodology for ESBL enterobacteria,
isolates that presented inhibition halos smaller than 22 mm for CAZ - 10 pg and 21 mm
for CTX - 5 ug were submitted to the Double Disc Synergism Test. They were first
cultivated in BHI broth and incubated at 37°C for 18-24 h. The cultures were then
diluted in sterile saline solution (NaCl 0.85 %) until a turbidity compatible with level 0.5
of the Mac Farland scale was achieved (approximately 1.5 x 108 CFU/mL). The
suspension was seeded on a plate containing Mueller-Hinton Agar with sterile swab
and the antibiotic discs were added: third generation cephalosporins (CTX and CAZ
30 pg) placed 20 mm from center to center of a disc containing an inhibitor of beta-
lactamase (amoxicillin with clavulanic acid 20/10 pg) and incubated at 37°C for 24 h.
The control was done with a pan-susceptible strain of Escherichia coli ATCC® 25922.
Isolates that had a widening of the inhibition halo of at least one cephalosporin towards

amoxicillin with clavulanic acid were stablished as positive for ESBL production.

2.4. Statistical analysis

The prevalence at each collection stage, as well as the resistance to different
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antibiotics evaluated, occurrence of MDR and ESBL were calculated with Microsoft
Excel. The odds ratio of isolates being MDR in relation to the collection point was
evaluated with the aid of the Statistical Analysis Software - (SAS University Edition).
The most resistant isolate from each positive sample was selected to set a dendrogram
in order to observe the distance of different resistance profiles and indicate differences
among sampling groups, through application of Antibiotic Resistance Profiling from

Bionumerics Software — version 8.1 with the Neighbor Joining method for clustering.

3 Results

3.1 Isolation of Escherichia coli

Of the 622 samples, 458 were positive for E. coli. Out of the 1.260 isolates,
1.178 were from animals (n=258 after bleeding carcasses, n=163 after scalding
carcasses, n=175 after evisceration carcasses, n=165 after washing carcasses and
n=346 feces), 71 from final products; 44 from equipment and 41 from human feces. No

isolates were obtained from water (Table 2).

Table 2 - Number of samples, positive samples, Escherichia coli isolates and
multidrug resistant isolates per collection point, obtained from a swine slaughterhouse

in S&o Paulo state, Brazil.

n of

Origin Sampling point samples positive samples - n(%) Isolates - n(%) MDR - n(%)
AF 100 93 (93) 346 (27,46) 319 (92,19)
AB 100 86 (86) 258 (20,47) 242 (93,79)
Animals AS 100 66 (66) 163 (12,93) 150 (92,02)
AE 100 75 (75) 175 (13,88) 128 (73,14)
AW 100 70 (70) 164 (13,01) 118 (71,95)
Pork product FP 45 32 (71) 70 39 (54,92)
Environment PW and RW 20 0(0) 0(0) 0 (0)
EQ 47 27 (57,4) 43 (3,41) 16 (37,20)
Human HF 10 9 (90) 41 (3,25) 5(12,19)
Total 622 458 (73,6) 1260 (100) 1017 (80,71)

AB — after bleeding, AS — after scalding, AE — after evisceration, AW — after final washing, AF — animal
feces, FP — final products, PW — potable water, RW — residual water, EQ — equipment, HF — human feces.

The frequency of positive samples and isolates decreased through the slaughter
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process, with its peak in the animal feces and decreasing after bleeding and scalding,
with a slight increase after evisceration point and a further decrease in the final washing

of pig carcasses point (Graph 1).

Figure 1 - Frequency of positive samples for Escherichia coli by collection points in a
pig slaughterhouse in Sao Paulo state, Brazil.
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AF — animal feces, AB — after bleeding, AS — after scalding, AE — after evisceration, AW — after final
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3.2 Antimicrobial resistance profile

Figure 2 shows the observed resistance to different antibiotics in different
collection points. High resistance to tetracycline (84.1 %), chloramphenicol (78.3 %),
amoxicillin (73 %), sulfamethoxazole with trimethoprim (48.8 %) and ciprofloxacin (48.3
%) was observed. However, isolates were less resistant for aztreonam (1.3%),
imipenem (3.3 %), cefotaxime (2.3 %), ceftazidime (3.1 %) and ceftiofur (4.9 %).

Isolates from human faces were resistant to tetracycline (26.8 %), amoxicillin
(24.4 %), chloramphenicol (7.3 %), sulfamethoxazole with trimethoprim (7.3 %),
ciprofloxacin (9.8 %), but had lower resistance rates to gentamicin (2.4 %), ceftiofur
(2.4 %), imipenem (2.4 %), ceftazidime (2.4 %) and sensitivity to others antimicrobials
tested. The isolates from environmental samples had a similar profile to animal
samples, with a higher frequency of resistance to amoxicillin (74.4 %), tetracycline
(44.2 %) and chloramphenicol (30.2 %). The isolates obtained from animal carcasses,
feces and final products had high resistance to tetracycline (61,4 to 95.7 %),
chloramphenicol (57.1 to 92.2 %), amoxicillin (69.4 to 81.4 %), ciprofloxacin (44 to 58.4

%) and sulfamethoxazole with trimethoprim (5.7 to 69.1 %).
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. . - If h I . . . . . - . . .
Sample Tetracycline  Chloramphenicol ~ Amoxicillin Sy am.et oxazo_e Ciprofloxacin Gentamicin Ceftiofur Imipenem Ceftazidime Azithromycin Cefotaxime Aztreonam
with Trimethoprim

HF (n=41) 26,8% 7,3% 24,4% 7,3% 9,8%
EN (n=43) 30,2% 14,0% 11,6%
AF (n=346)
AB (n=258)
ES (n=163)
AV (n=175)
AW (n=164)
FP (n=70)
Total 10,9% 4,9% 1,3%

EN: environment; AF: animal feces; HF: human feces; AS: after scalding carcass; FP: final product; AW: after final wash carcass; AB: after bleeding carcass;
AE: after evisceration carcass.

Figure 2 - Percentage of resistance to different antibiotics of Escherichia coli isolates obtained from different collection points in a
swine slaughterhouse in Sdo Paulo state, Brazil.
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3.3 Multidrug resistance profiles

Out of the 1.260 isolates, 88.66 % (1.117) had multidrug resistance and only
8.01 % (101) were susceptible to all drugs. Being resistance to four classes of
antibiotics was the most frequent scenario (32.06 %), followed by five (21.26 %) and
six classes (6.42 %). Fewer than 1% were resistant to 10 classes (0.15%), nine classes
(0.23 %), eight classes (0.39 %) and seven classes (0.63 %). MDR isolates were
obtained from all collection points, except water. There was a high frequency of
multidrug resistance in isolates obtained from pigs after bleeding (93.79 %), followed
by isolates from swine feces (92.19 %), carcass after scalding (92.02 %), carcass after
evisceration (73.14 %), carcass after the final wash (71.95 %) and final products (54.92
%). 37.20 % of the isolates from equipment surfaces (environment) were MDR.
Contrary to what was observed in animal, environment and food samples, E. coli
isolates from human feces had a lower frequency of MDR. In these samples, 12.19 %
of the isolates were resistant to three or more classes of antimicrobials (Table 2). One
hundred and twelve MDR profiles were obtained, of which 15 most prevalent are shown
in Table 3. There was a high frequency of five classes of antimicrobials represented
(amoxicillin, gentamicin, tetracycline, ciprofloxacin, sulfamethoxazole with
trimethoprim and chloramphenicol), with emphasis on amoxicillin and tetracycline as
the most frequent drugs. The AMO-TET-CIP-CLO profile was the most frequent,
corresponding to 14.21 % (179/1260), present in samples from all origins and collected
points (EN, AF, HF, AS, FP, AW, AB, AE).
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Table 3 - The most frequent MDR profiles among samples, origin of Escherichia coli
isolates, multidrug resistance, frequency and frequency of the profiles.

Profile Origins of isolates Frequency (%)
AMO-TET-CIP-CLO EN, AF, HF, AS, FP, AW, AB, AE 179 (14,21)
AMO-TET-CIP-SUT-CLO EN, AF, AS, AW, AB, AE 158 (12,54)
AMO-TET-CLO EN, AF, HF, AS, FP, AW, AB, AE 129 (10,24)
AMO-TET-SUT-CLO EN, AF, AS, AW, AB, AE 114 (9,05)
TET-CIP-SUT-CLO EN, AF, AS, FP, AW, AB, AE 70 (5,56)
TET-SUT-CLO AF, AS, AW, AB, AE 58 (4,60)
AMO-GEN-TET-CIP-SUT-CLO EN, AF, AS, AW, AB, AE 47 (3,73)
AMO-GEN-TET-SUT-CLO EN, AF, AS, AW, AB, AE 45 (3,57)
AMO-TET-CIP AF, AS, AB, AE 18 (1,43)
TET-CIP-CLO AF, AW, AB, FP 14 (1,11)
GEN-TET-SUT-CLO AF, AS, AW, AB, AE 10 (0,79)

EN — environmental; AF — animal feces; AS — after scalding carcass; AW — after final wash carcass;
AB — after bleeding carcass; AE — after evisceration carcass; FP — final products; HF - human feces;
AMO - amoxicillin; CIP — ciprofloxacin; CLO — chloramphenicol; GEN - gentamicin; MDR — resistant
multidrug; SUT — sulfamethoxazole with trimethoprim; TET — tetracycline.

Table 4 shows the odds ratios for being MDR among the sampling point.
Isolates from human feces had lower chances of being MDR when compared to other
collection points, with no statistical difference, except when compared to isolates
obtained from environmental samples which had 6.67 times more chances of being
MDR (CI 0.78 — 50.00) and after evisceration with 3.0 times (Cl 0.36 - 24.98). The
chances of isolates from animal fecal samples being MDR were 10 times higher when
compared to environmental isolates (Cl 3.70 - 25.00), as well as greater were the
chances of being MDR when compared to isolates from different collection points such
as after scalding (6.84), final product (5.40), after final wash (5.69) and after
evisceration (4.43). Isolates from samples at after-bleeding point are more likely to be
MDR compared to isolates from after scalding point (3.13), final product (2.50) and
after final wash point (2.63). The other sample variables (samples x references) had

no statistical differences.
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Table 4 - Calculation of odds ratio of isolates obtained from samples from different
collection points to be MDR with reference to isolates from different points and their

respective 95 % confidence intervals.

Sample Reference 0Odds ratio

Confidence interval 95 %

Statistical difference

EN
EN
EN
AS
AS
AS
FP
AW
HF
AB
AS
FP
AW
AB
AW
AE
HF
AF
HF
AB
AE
AB
AB
AB
AF
AF
AF
AF

AS
FP
AW
FP
AW
AE
AE
AE
AF
AF
HF
HF
HF
HF
FP
AB
AE
EN
EN
EN
EN
AS
FP
AW
AS
FP
AW
AE

1,43
1,82
1,72
1,27
1,20
1,54
1,22
1,28
1,48
2,16
4,64
3,66
3,86
1,47
1,05
2,05
3,00
10,00
6,67
4,55
2,22
3,13
2,50
2,63
6,84
5,40
5,69
4,43

0,70
0,76
0,84
0,59
0,66
0,83
0,55
0,69
0,16
0,83
0,56
0,42
0,47
0,17
0,49
0,99
0,36
3,70
0,78
2,04
1,06
1,56
1,05
1,30
2,86
1,98
2,36
1,81

2,94
4,35
3,57
2,70
2,17
2,86
2,70
2,38
13,44
5,62
38,29
31,98
31,95
12,53
2,29
4,23
24,98
25,00
50,00
10,00
4,55
6,25
5,88
5,26
16,41
14,74
13,74
10,82

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

AS: after scalding carcass; EN: environment; AF: animal feces; HF: human feces; FP: final product; AW:

after final wash carcass; AB: after bleeding carcass; AE: after evisceration carcass.

3.4 Comparison of bacterial resistance profile to antimicrobials at different collection

points

The dendrogram presented in the supplementary materialis compares the

resistance profiles of the isolates. It was observed that the different sampled groups

were distributed along the clusters, not evidencing a grouping in the resistance profiles

regarding the origin of the sample, and showing the diversity of the resistance profiles.

However, isolates from human feces appeared grouped together. Moreover, they had

less resistance compared to isolates from other sample sources.
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3.5 Bacterial resistance profile of ESBL producing strings

Out of the 1260 isolates, 20 (1.58 %) were positive for ESBL production, of which
11 (55 %) were from carcasses after bleeding, four (20 %) from carcasses after
scalding, three (15 %) from carcasses after evisceration and two (10 %) from
carcasses after final washing.

All 20 ESBL isolates had MDR profile and were resistant to amoxicillin,
tetracycline and chloramphenicol. Only one isolate (5 %) was not resistant to ceftiofur
and sulfamethoxazole with trimethoprim. There was a high frequency of resistant
isolates to ceftazidime (65 %), cefotaxime (90 %) and ciprofloxacin (60 %). It was
observed that only 3 % of the isolates were resistant to imipenem, aztreonam and

azithromycin, and only one isolate (5 %) was sensitive to gentamicin (Table 5).

Table 5 - Resistance profile of extended-spectrum beta-lactamase-producing

Escherichia coli isolated from a swine slaughterhouse in S&o Paulo state, Brazil.

Isolate Multiresistance profile

1 AMO-CTZ-TET-CIP-CLO

2 AMO-CTF-CTZ-IPM-GEN-TET-CIP-SUT-CLO-AZI
3 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

4 AMO-CTF-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

5 AMO-CTF-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

6 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

7 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-CIP-SUT-CLO-AZI

8 AMO-CTF-CTX-TET-SUT-CLO

9 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-SUT-CLO

10 AMO-CTF-CTZ-CTX-IPM-ATM-TET-CIP-SUT-CLO
11 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

12 AMO-CTF-CTZ-CTX-ATM-TET-CIP-SUT-CLO

13 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-SUT-CLO

14 AMO-CTF-CTX-TET-SUT-CLO

15 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-SUT-CLO

16 AMO-CTF-CTX-TET-SUT-CLO

17 AMO-CTF-CTX-TET-SUT-CLO-AZI

18 AMO-CTF-CTZ-CTX-TET-CIP-SUT-CLO

19 AMO-CTF-CTZ-CTX-IPM-ATM-TET-CIP-SUT-CLO
20 AMO-CTF-CTX-TET-SUT-CLO

AMO: amoxicillin; ATM: aztreonam; AZI: azithromycin; CIP: ciprofloxacin; CTF: ceftiofur; CTX:
cefotaxime; CTZ: Ceftazidime; GEN: gentamicin; IPM: imipenem; TET: tetracycline.
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4 Discussion

E. coli isolates were obtained from samples from all collected points except from
water. The highest percentages obtained, 93 and 90 % of E. coli isolates from swine
and human feces, respectively, are due to the fact that E. coli is a commensal
bacterium of intestinal microbiota of warm-blooded animals (Brenner et al., 2005; Feng
et al., 2002; Jay, 2005; Tenaillon et al., 2010). The first collection point was after
bleeding, and the isolation of E. coli can be associated to the previous stages of
slaughter (transport and rest), since there is the possibility of contamination when pigs
are lying on the ground and the fact that the carcasses are all on the same conveyor
belt without prior decontamination of each batch, which can lead to cross
contamination.

Scalding consists in the immersion of the carcasses in high temperature water
(62 to 63°C), to achieve technical benefits when processing the carcasses (Brasil,
1995; Brasil, 2018). Although this step is considered important for the reduction of
enterobacteria (Bunci & Sofos, 2012), there was a high prevalence at later sampling
points.

It was observed that after evisceration, the frequency of E. coli isolates was
higher when compared to after scalding. This can be related to cross-contamination of
carcasses by contaminated equipment, recovery of non-cultivable cells or
technological processing failure in evisceration. Such facts can justify the positivity of
samples collected from the surface of equipment and utensils, where more than half
(57.4 %) were positive for the presence of E. coli, which demonstrates an important
source of cross contamination for food (Brasil, 2004; Bunci & Sofos, 2012; Terra &
Fries, 2000). Arguello et al. (2012) and Seixas (2009) also reported increased
contamination after evisceration.

No significant decrease in contamination was observed even after the final
wash. These results corroborate the study carried out in a swine slaughterhouse in
Ireland, where there was an increase in contamination at this stage of the slaughter
(Mannion et al., 2012) which may have directly reflected in the contamination of the
final products (71 %) by E. coli strains.

Regarding the sensitivity profile of the isolates to antimicrobials, there was a
high general resistance to drugs used in human and veterinary medicine (tetracycline,

amoxicillin, chloramphenicol and sulfamethoxazole with trimethoprim), a worrying
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result when it is already known that the use of antimicrobials with similar active
principles in humans and animals can lead to selection of the same resistance genes
together with lower drug efficacy, reduced antibiotic life and longer hospitalizations
(Moreno et al., 2000; OMS, 2020; van Breda et al., 2018). Other studies with E. coli
isolates from meat, swine and human feces obtained similar sensitivity profiles to those
in the present study (Aabed et al., 2021; Franco et al., 2015). Isolates from human
feces were also resistant to antimicrobials commonly used in human and veterinary
medicine. However, less frequently, as they had sensitivity to other seven
antimicrobials tested, indicating that, so far, they are not phenotypically resistant to as
many classes of antimicrobials as E. coli isolates from swine.

Isolates from environmental samples had similar sensitivity profiles to those
from animal isolates, which may indicate that contamination persists during the
production stages until the final product. According to Terra & Fries (2000), when the
carcass goes through the slaughter room, it can contaminate the entire line due to its
direct contact with equipment, employees and utensils. Therefore, adequate sanitation
is essential, as the greater the number of animals slaughtered per day, the greater the
risk of cross-contamination.

The highest percentage of resistance was to tetracycline (84.1 %), in agreement
with the findings in the studies by Costa et al. (2016) and Franco et al. (Brasilica et al.,
2010) in swine E. coli isolates. In a study by Jakobsen et al. (2010) in Denmark, where
tetracycline is used mainly in pig farming, the tetracycline resistance profile was more
pronounced among food isolates than in clinical samples (Vieira et al., 2009).
Resistance to amoxicillin had the second highest frequency, accounting for 73 % of
total isolates. A similar result was described by Aabed et al. (2021) in a study performed
with E. coli isolates from humans, food and water from Saudi Arabia where 70.8 % of
the isolates were resistant to amoxicillin. Resistance to sulfamethoxazole with
trimethoprim also occurred in most of the isolates (48,8 %). The constant use of these
antimicrobials in swine production, in which the resistance gene is located in plasmids,
which can further encode resistance to tetracyclines, sulfonamides and penicillins
(Dunlop et al., 1999) may justify the fact that these profiles are often found in E. coli
isolates as well as in this study (Aabed et al., 2021; Brasilica et al., 2010; Costa, 2016;
Dunlop et al., 1999).

Although chloramphenicol was forbidden in Brazil for veterinary use (Brasil,

2003), the presence of 78,3 % of isolates resistant to this antibiotic is a concern since
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all isolates came from commercial farms. This might be explained by the maintenance
through co-selection of resistance genes to this antibiotic with other resistance genes
(Rosengren et al., 2009), and the fact that the use of florfenicol, a flowering derivative
of chloramphenicol, is being increasingly reported, which may be contributing to the
cross-resistance of the two drugs that frequently occur between antimicrobial agents
belonging to the same class and acting by the same mechanism of action (Arcangioli
et al., 2000; Bolton et al., 1999).

A high rate of MDR isolates was observed, which is similar to the results of Silva
et al. (2008) and Costa et al. (2016). These results can be associated by the large-
scale use of antimicrobials in prevention and as growth promoters in industrial pig
farming (Wang et al., 2010).

The appearance of E. coli MDR strains, of different origins, has been reported
in several countries (Saenz et al., 2004). In this study, the most frequent profile (AMO-
TET-CIP-CLO) occurred in all sampling points (Table 3). In Iceland, although
antimicrobials are strictly prohibited as growth promoters, there are reports of MDR E.
coli strains isolated from animals (Thorsteinsdottir et al., 2010). However, in this study,
isolates from human feces had a low frequency of multidrug resistance when compared
to other sample sources, corroborating Thorsteinsdottir, et al. (2010).

Although the E. coli isolates had different resistance rates in different sampling
points, there were different resistance profiles among samples that were not clustered
according to the sample origin, evidencing a diversity of resistance profiles. The fact
that E. coli isolates from human feces (HF) were grouped into close clusters supports
the results obtained, in which HF isolates were less resistant than isolates from other
sources and with lower variability.

All 20 ESBL-producing isolates were resistant to more than five classes of
antimicrobials, being MDR. There was a high frequency of resistance to drugs from the
class of penicillins, cephalosporins, tetracyclines, quinolones, folate inhibitors and
phenolics. This result may rely on the fact that these enzymes are encoded by
multiresistance plasmids. Thus, ESBL-producing strains are mostly MDR (Giuriatti,
2017). No positive isolate for ESBL production came from a human fecal sample, a
result similar to Doregiraee et al., (2018) in a study conducted in Tehran, Iran.
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5 Conclusions

The study showed high general resistance of E. coli isolates to drugs used in
human and veterinary medicine, as well as multi-resistance in 80.71 % of isolates and
ESBL-producing strains (1.58 %). Isolates from human feces had a lower frequency of
antimicrobial resistance. The isolates had a diversity of resistance profiles in the
sampling points, not clustering according to the origins of the samples, except for
human feces isolates, evidencing the lower resistance and diversity of these strains.
The results demonstrate the importance of the swine production chain as a reservoir
of MDR strains.
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11 - Chloramphenicol
12 - Azithromycin

7 - Gentamicin

APPENDIX 1 - DENDROGRAM OBTAINED FROM THE COMPARISON OF THE PROFILE OF BACTERIAL RESISTANCE TO
8 - Tetracycline

ANTIMICROBANS OF Escherichia coli ISOLATES DETAILED

4 - Cefotaxime 10 - Sulfamethoxazole with trimethoprim

1 - Amoxicillin
3 - Ceftazidime 9 - Ciprofloxacin
5 - Imipenem

2 - Ceftiofur
6 - aztreonam
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1 CONCLUSOES GERAIS

Altas frequéncias de E. coli foram observadas neste estudo, sendo isoladas de
todos os diferentes tipos de amostras (73,6 %), com excecdo da 4gua. Houve uma
alta resisténcia geral aos antimicrobianos: tetraciclina, amoxicilina, cloranfenicol e
sulfametoxazol com trimetoprima, antibiéticos utilizados na medicina humana e
veterinaria, o que demonstra ser uma preocupacao a saude publica servindo de alerta
para a importancia que a exposi¢cao no decorrer dos anos aos antimicrobianos de
forma néo controlada poderad agravar o critico cendrio existente. O que torna o
problema ainda mais alarmante, foi a positividade de isolados produtores de enzimas
beta-lactamases de espectro estendido obtidos de amostras de carcacas suinas
durante os procedimentos de abate na industria. Apenas 19,36 % dos isolados ndo
apresentaram perfil multidroga resistente. Entretanto, isolados de fezes humanas
apresentaram baixa frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos indicando que
mesmo com toda a pressdo e selecdo de cepas resistentes pela exposicdo aos
antimicrobiansos, os isolados de E. coli advindos dessas amostras ainda néo
apresentam perfil de multirresisténcia, exprimindo a ideia de que ainda ha tempo
conter a resisténcia antimicrobiana e evitar a indisponibilidade de antimicrobianos
efetivos no tratamento de humanos e animais. Os isolados de Escherichia coli
apresentaram uma diversidade dos perfis de resisténcia nas variaveis amostrais nao
ocorrendo um agrupamento em clusteres segundo as origens das amostras, com
excecdo dos isolados de fezes humanas que tenderam a se agrupar, evidenciando a
menor resisténcia dessa varidvel amostral em relacdo as demais. Novos estudos
devem ser realizados possibilitando a identificagcdo completa dos genes e mecanismos

de resisténcia presentes nos isolados.
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