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RESUMO

A resisténcia bacteriana é um problema de saude global, onde a Escherichia coli (E.
coli) estd frequentemente envolvida em situagbes de multirresisténcia aos
antibioticos de importancia clinica para o tratamento em humanos, sendo essa
espécie bacteriana utilizada frequentemente como indicador de resisténcia em
produtos de origem animal, por ser essa uma das principais vias de disseminagéo de
resisténcia a antibidticos para humanos de acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Além disso, os bovinos sao sabidamente considerados reservatérios
assintomaticos e potenciais disseminadores de 0O157:H7, sorotipo esse de
importancia mundial por desencadear complicacfes renais e neuroldgicas graves
em humanos. Da mesma forma o sorogrupo de E. coli enteropatogéncia destaca-se
também por ser uma das principais causas de diarreia infantil em todo o mundo, no
entanto, existem poucos dados epidemioldgicos acerca da frequéncia do mesmo em
bovinos destinados ao consumo humano. Assim, o objetivo de o presente trabalho
foi determinar a susceptibilidade a antibioticos utilizados rotineiramente na atencao a
saude através do teste de sensibilidade microbiana por disco- difusdo, bem como
identifificacdo dos soropatotipos O157:H7, EPEC (A, B e C) e EIEC (A e B) e
pesquisa do gene eae e rfb O157:H7 em 259 amostras de E. coli isoladas de fezes e
conteudo ruminal de 323 bovinos abatidos sob Inspecédo Estadual em Araguaina-To.
No total, foram obtidos 259 isolados de E. coli, sendo 186 isolados de fezes e 73
isolados de contetdo ruminal. Quanto a sorologia, 149 dos isolados foram positivos
frente aos anti-soros O157:H7 e EPEC, sendo 22 para O157:H7 e 127 para EPEC
(A, B e C), houve uma maior taxa de positivos para o sorogrupo B. foram obtidas
110 amostras negativas frente aos anti-soros. E quanto a pesquisa dos genes, 7
amostras das 259 foram positivas para o gene eae e nenhuma para o gene rfb
0157:H7. No geral, a sulfonamida foi o antibiético com maior indice de resisténcia,
seguida de florfenicol, gentamicina, enrofloxacina e amoxicilina + &cido clavulanico,
doxiciclina e cefepime. Ao analisarmos os diferentes materiais biologicos
pesquisados, os isolados de fezes foram resistentes a quatro antibiéticos e os do
contetdo ruminal a oito, e quando comparado o perfil de multirresisténcia os
isolados de fezes foram resistentes a ciprofloxacina e os do contetdo ruminal ao
cloranfenicol, enrofloxacina, cefepime e doxiciclina. Os isolados positivos frente ao
anti-soro O157:H7 apresentaram multirresisténcia a 9 antibiéticos, e os isolados
positivos frente ao anti-soro EPEC (A, B e C) foram multirresistentes a 2 antibiéticos.
Os isolados positivos ao gene eae apresentaram multirresisténcia a 6 antibioticos.
Em nosso estudo, as amostras negativas frente aos anti-soros testados
apresentaram perfil de multirresisténcia a 5 antibiéticos. O perfil de multirresisténcia
encontrados nesse trabalho sugerem a necessidade de uma maior cautela no uso
de antibiéticos para bovinos na regido estudada, tendo em vista as altas taxas de
resisténcia obtidas e o uso concomitante de alguns antibiéticos de importancia
clinica em humanos, e a técnica de aglutinacdo direta utilizada, sugerem bovinos
como potencial reservatério da categoria EPEC.

Palavras-chave: EHEC, EPEC, ruminantes, salde publica



ABSTRACT

Bacterial resistance is a global health problem, where Escherichia coli (E. coli) is
often involved in multidrug resistance to clinically important antibiotics for treatment in
humans, and this bacterial species is often used as an indicator of resistance in
bacterial products. animal origin, as this is one of the main routes of spread of
antibiotic resistance to humans according to the World Health Organization (WHO).
In addition, cattle are known to be asymptomatic reservoirs and potential
disseminators of O157: H7, a serotype of worldwide importance for triggering severe
renal and neurological complications in humans. Similarly, E. coli enteropathogens
serogroup also stands out as being a major cause of childhood diarrhea worldwide,
however, there is little epidemiological data on its frequency in cattle intended for
human consumption. Thus, the aim of the present study was to determine the
susceptibility to antibiotics routinely used in health care by means of disc-diffusion
microbial susceptibility testing, as well as to identify O157: H7, EPEC (A, B and C)
and EIEC seropathotypes. (A and B) and search for the eae and rfb O157: H7 gene
in 259 fecal isolated E. coli samples and ruminal content of 323 cattle slaughtered
under State Inspection in Araguaina-To. In total, 259 isolates of E. coli were
obtained, 186 isolates of feces and 73 isolates of ruminal content. Regarding
serology, 149 of the isolates were positive against O157: H7 and EPEC antisera, 22
for O157: H7 and 127 for EPEC (A, B and C), there was a higher positive rate for
serogroup B. 110 negative samples were obtained from the antisera. And as for gene
research, 7 samples out of 259 were positive for the eae gene and none for the rfb
0157: H7 gene. Overall, sulfonamide was the antibiotic with the highest resistance,
followed by florfenicol, gentamicin, enrofloxacin and amoxicillin + clavulanic acid,
doxycycline and cefepime. By analyzing the different biological materials
investigated, stool isolates were resistant to four antibiotics and those of rumen
content to eight, and when comparing the multidrug resistance profile stool isolates
were resistant to ciprofloxacin and those of rumen content to chloramphenicol,
enrofloxacin, cefepime and doxycycline. O157: H7 antiserum positive isolates were
multidrug resistant to 9 antibiotics, and EPEC antisera positive isolates (A, B and C)
were multidrug resistant to 2 antibiotics. The isolates positive for the eae gene
showed multidrug resistance to 6 antibiotics. In our study, negative samples against
the antisera tested showed multidrug resistance profile to 5 antibiotics. The multidrug
resistance profile found in this study suggests the need for greater caution in the use
of antibiotics for cattle in the region studied, given the high resistance rates obtained
and the concomitant use of some clinically important antibiotics in humans, and the
technique of Direct agglutination used suggest cattle as a potential reservoir of the
EPEC category.

Key words: EHEC, EPEC, public health, ruminants,
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

A Escherichia coli (E. coli) € um patdogeno emergente frequentemente isolado
no conteudo intestinal de bovinos e quando ha problemas durante o abate pode
estar presente na carne e em seus subprodutos, representando riscos a saude do
consumidor. E nesse contexto os sorogrupos de E. coli enteropatogénica (EPEC) e
enterohemorragica (EHEC) sdo os de maiores destaques devido a casuistica em
humanos (JURE et al., 2015)

Os bovinos sdo considerados os principais reservatorios de E. coli produtora
de toxina shiga (STEC), soropat6tipo enterohemorragico (EHEC) O157:H7, em que
a carne bovina tanto in natura quanto processada podem estar associadas
frequentemente a surtos de toxiinfec¢ao alimentar (NESPOLO et al., 2014).

Devido a patogenicidade, énfase tem sido colocadas no que concerne saude
publica e seguridade alimentar envolvendo EHEC em bovinos. No entanto, muito
menos énfase tem sido dada a prevaléncia da categoria de E. coli enteropatogénica
(EPEC) nesta espécie (MOXLEY; SMITH, 2010).

Existem relatos de que bovinos, além de serem susceptiveis ao seu papel
como patogeno diarreico, também séo potenciais disseminadores de EPEC, sendo
as fezes a principal fonte de eliminacdo (SOUZA et al., 2016).

Tendo em vista que as doengas transmitidas por alimentos (DTA’S) sao
consideradas um problema de saude publica mundial, infeccdo por O157:H7 se
destaca como uma responsavel por complicacbes que vdo além dos sintomas
comuns de DTA’S, tais como: Sindrome Hemolitica Urémica (HUS) que causa
sequelas permanentes no sistema renal ou até a faléncia completa dos mesmos, e
ainda complicagOes sistémicas que incluem o Sistema Nervoso Central (SNC) como
no caso da Purpura Trombocitopénica Trombatica (TPP) (KIRK et al., 2015).

J& a infeccdo por EPEC, esta clinicamente relacionada a quadros de diarreia
liquida, com presenca de vomitos e febre, que podem evoluir a uma sindrome de
enterite cronica mais grave (NATARO; LEVINE, 1994).

Sendo assim, a STEC/EHEC e EPEC sé&o consideradas importantes agentes
desencadeadores de DTA’S. Globalmente estima-se que o sorogrupo EHEC seja
responsavel por 2.801.000 casos anuais, dos quais 3890 culminam em HUS
(MAJOWICZ et al.,, 2014). A HUS é desencadeada pela O157:H7 produtora de
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toxina shiga e tem sido associada com maior prevaléncia em criangas de até 5 anos
de idade, idosos e imunossuprimidos (GOULD et al.,2009).

A EPEC por sua vez, € uma das principais causas de diarreia infantil em
paises em desenvolvimento. Sendo que no Brasil, tem aumentado a prevaléncia da
mesma (HU; TORRES, 2015).

Embora as infec¢gbes causadas por EPEC no Brasil tenham sido crescentes, a
baixa incidéncia de surtos atrelados a O157:H7 pode ser devido a falhas no sistema
de notificacdo compulsoria e/ou dificuldades na identificacdo do sorogrupo e espécie
(DE PAULA et al., 2014). No periodo de 1998 a 2011 foram relatados 93 casos de
HUS relacionadas ou ndo com O157:H7, oito casos foram confirmados pelo Instituto
Adolfo Luz; e em Campinas, no ano de 2001, foram identificados dois casos de
diarreia causada por essa categoria através da ingestdo de carne bovina malcozida
(BRASIL, 2011a).

Por outro lado, no Brasil, 45% dos casos de diarreia em criangas menores do
gue 5 anos de idade, tem como agente etiolégico a categoria EPEC (SPANO et al.,
2017).

Uma das formas de tratamento para casos de infeccéo por E. coli € com o uso
prescrito de antibioticos, contudo o surgimento de bactérias resistentes tem sido um
problema global (GOLKAR; BAGASRA; PACE, 2014). Refletindo significativamente
nos custos e sucesso de tratamento de infeccbes bacterianas (OLIVEIRA; PAULA,;
ROCHA, 2015).

Segundo estimativas da ONU, em 2050 a resisténcia a antibiéticos podera ser
a causa da morte de 10 milhdes de pessoas em todo o mundo, ultrapassando a
incidéncia de mortes por cancer. O Brasil atualmente é um dos dois Unicos paises
de lingua portuguesa incluidos no Sistema Global de Vigilancia Antimicrobiana da
Organizacdo Mundial de Saude (ONU, 2016a).

Frente a essa problematica de resisténcia bacteriana, o Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento, juntamente com a ONU, tornou publico no
ano de 2016 o programa AGROPREVINE e em 2017 instituiu a Instrugdo Normativa
n°41 de outubro de 2017, na qual um dos objetivos € a vigilancia e monitoramento
da resisténcia aos antimicrobianos na agropecuaria (BRASIL, 2017c).

Além disso, recentemente foi lancado o Programa de Recomendacdo para

Implementacdo de Programas de Manejo de Antimicrobianos lancado pela ONU
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juntamente com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) lancado em 2018
(OPAS, 2018).

Atualmente ndo existem dados publicados sobre a frequéncia de E. coli
0157:H7 e EPEC na microrregiao de Araguaina-TO. Portanto, o principal objetivo do
presente estudo foi obter informagdes cientificas sobre a frequéncia das categorias
de E. coli supracitadas, assim como determinar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana dos isolados de fezes e conteudo ruminal de bovinos abatidos sob

inspecédo Estadual em Araguaina-TO.

1.2REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, oxidase negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, com capacidade de crescimento tanto aerobica quanto
anaerobica (CROXEN et al., 2013).

Essa espécie compde a flora natural do intestino de humanos (ECKBURG et
al., 2005). Em ruminantes, essa espécie também esta presente no trato entérico e
presente nas fezes, o que o torna um disseminador constante dessa bactéria (MAKI
e PICARD, 1965).

Tal espécie possui 173 antigenos somaticos (O), 80 capsulares (K) e 56
antigenos flagelares (H) que comp&em sua morfologia (ORSKOV e ORSKOV, 1992).

Os antigenos O presentes na superficie da E. coli sdo responsaveis pela
especificidade antigénica, e sdo 0s principais componentes para a designacao de
cada sorogrupo. A sorotipagem é realizada por meio do uso de anti-soros
especificos para cada grupo (DEBROY; FROTAMICO; ROBERTS, 2018), pela
técnica da reacdo de aglutinacéo direta (DEBROY et al.,2016).

Estes antigenos sdo também importantes fatores de viruléncia,
desempenhando um papel crucial nas interacBes patdgeno-hospedeiro. Sao
considerados altamente imunogénicos e apresentam especificidade antigénica Unica

para cada sorogrupo.

1.2.2 Viruléncia/ Patogenicidade

Viruléncia é definida como a capacidade relativa de um microrganismo causar

danos com efeitos graves ou fatais ao hospedeiro. Ja a patogenicidade é definida
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como a capacidade do agente invasor em causar a doenca com sintomas clinicos
(ARIZA et al., 2016).

Embora grande maioria das estirpes de E. coli seja comensal, algumas delas
adquiriram a capacidade de desencadear problemas intestinais (diarreogénicas)
e/ou extra intestinais atraves da transferéncia de genes e combinagfes dos mesmos
de forma a induzirem a patogenia no hospedeiro (GOMES et al., 2016).

A classificacdo da E. coli é feita com base nos patétipos e seus mecanismos
de patogenicidade. As seis principais categorias diarreogénicas séo: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), e uma
nova categoria foi identificada, a E. coli aderente invasiva (AIEC). Todas com genes
especificos que sdo responsaveis pelas alteracbes em niveis celulares no
hospedeiro, sendo a EPEC considerada a mais comum e a EHEC a mais patogénica
(CROXEN et al., 2013).

Uma das formas do sucesso nha colonizacdo do hospedeiro € o
reconhecimento do meio externo em que essa espécie bacteriana se encontra. Um
mecanismo que exemplifica tal fato € a deteccdo de substancias produzidas pelo
metabolismo celular do hospedeiro, que ndo sdo metabolizadas pelas bactérias, de
forma que, quando h& a deteccéo através de sinalizacao bacteriana ha uma reducédo
da multiplicacdo bacteriana como resultado da percep¢édo do ambiente ndo favoravel
(CONNOLLY; ROE, 2016).

A viruléncia dessa espécie também esta atrelada a varios fatores, dentre eles
destacam-se: invasdo (sistema de secrecdo tipo lll), resisténcia sérica (capacidade
de resisténcia ao sistema imune do hospedeiro), producdo de sideroforo, assim
como a expressdo de genes especificos para cada estirpe (TOMAZETTO; SILVA;
VIDOTTO, 2004).

Quanto ao fator de adesao, um dos mecanismos pelo qual essa espécie faz
uso para efetuar modificagbes em nivel celular no hospedeiro sdo denominados
como sistema de secrecdo tipo Il (T3SS), onde hd uma insercdo dos fatores de
viruléncia no citoplasma da célula hospedeira que induz todas as alteracdes na
fisiologia celular (TEJEDA-DOMINGUEZ et al., 2017). Esse sistema € composto por
trés tipos de proteinas, duas hidrofébicas e uma hidrofilica que juntas formam uma
espécie de injecdo na célula hospedeira (MUELLER; BROZ; CORNELIS, 2008).
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A resisténcia sérica é conferida pela producdo proteica do gene iss,
considerada uma lipoproteina presente na membrana externa bacteriana que
oferece resisténcia ao sistema imune do hospedeiro. Tal gene é codificado por um
plasmideo denominado ColV (ou colicina V) (JOHNSON et al., 2006; LYNNE et al.,
2007).

O resultado da presenca desse plasmideo € o aumento na multiplicacdo de
bactérias de forma que o sistema complemento (modulado via macréfagos) néo seja
capaz de realizar o processo de fagocitose comumente realizado quando ha
presenca de bactérias em quantidades menores. Porém, ha indicios que esse
plasmideo ndo seja responsavel em sua totalidade por tal mecanismo, a exemplo
disso é a proteina TraT que por sua vez reduz a sensibilidade bacteriana a
processos de opsonizacdo (AGUERO; CABELLO, 1983; AGUERO et al., 1984).

Outro fator de viruléncia € conhecido como sideréforo responséavel pela
aquisicdo de ferro que € importante para o funcionamento do metabolismo
bacteriano. Em estirpes de E. coli existe um especifico: a enterobactina, sintetizada
pelas enzimas EntA-F e EntH no citoplasma bacteriano (PAKARIAN; PAWELEK,
2016).

1.2.3 Escherichia coli entepatogénica (EPEC)

1.2.3.1 Hist6rico

Bray (1945) descreveu pela primeira vez a categoria EPEC em meados da
década de 40 quando constataram a presenca de uma bactéria fermentadora de
lactose isolada em criancas que apresentavam quadro de diarreia persistente.

Foi o primeiro patégeno a ser associado com doenga em humanos. Sendo um
dos mais prevalentes em criangas com quadros de diarreia em todo o mundo (XU et
al., 2017).

Os principais sorotipos de tEPEC sao respectivamente: O55:[H6], O86:H34,
0111:[H2], a O114:H2, 0119:[H6], O127:H6, O142:H6, 0142:H34 e para aEPEC :
026:H[11], O55:[H7], O55:H34, 086:H8, O1lllac:[H8], O111:[H9], O111:[H25],
0119:H2, 0O125ac:H6, 0128:H2.Tal afirmacdo foi realizada com base nas
frequéncias observadas e associadas com cada categoria em casos notificados
(TRABULSI; KELLER; TARDELLI, 2002).
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1.2.3.2 Agente etioldgico

A diferenciacdo entre tEPEC e aEPEC sO pode ser definida através da
Reacdo em Cadeida de Polimerase (PCR), com base nos fatores de viruléncia
(SOUZA et al., 2016) (Quadro 1). Sendo que a sorotipagem nessa categoria é
realizada para identificagdo dos antigenos sométicos, flagelares e capsulares. A
técnica Fluorescent Actin Staining (FAZ) por sua vez, é utilizada para detectar o
condensamento de actina comum em lesédo causada por EPEC e a aderéncia em
culturas de células pode ser feita para observar e classificar o tipo de aderéncia
(LLUQUE et al., 2010).

Quadro 1. Importantes caracteristicas de viruléncia de tEPEC e aEPEC.

Caracteristica tEPEC aEPEC

Gene eae + +

EPEC adherence fator + -
(EAF)

Gene bfpa + +/-

Lesdo A/E + +
Expresséo fimbria BFP + -

Tipo de aderéncia AL* AL/AD/AA/LAL/NA*

Fonte: HERNANDES et al., 2009
*AL: aderéncia localizada; LAL: LA like; AD: aderente difusa; AA: aderéncia agregativa; NA: ndo
aderente;

1.2.3.3 Dados epidemioldgicos

A EPEC é um dos patégenos que mais infectam criancas de até 5 anos de
idade, desencadeando quadros de diarreia persistente, principalmente em paises
em desenvolvimento (OCHOA et al., 2008). A diarreia desencadeada por EPEC é
responsavel por 58% da mortalidade infantil em todo o mundo (UNICEF, 2018).

No Brasil, um estudo epidemiologico feito entre os anos de 2011 a 2016
mostrou que a EPEC foi responsavel por 359 casos de diarreia, representando
52,6% dos casos diagnosticados (ORI et al., 2019). Vale salientar que essa alta
morbidade e mortalidade em paises em desenvolvimento tem sido associada a

baixos niveis de higiene alimentar e sanitaria (SPANO et al., 2017).
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No Tocantins, ainda sdo escassos os dados relativos a infecgbes por EPEC.
A diarreia e gastroenterite de forma geral, foi responsavel por 66 internacdes no
periodo de 2015-2016. Porém a falta de identificacdo do agente etiolégico é
observada (DATASUS, 2018).

Embora essa categoria esteja fortemente associada a paises em
desenvolvimento, nos EUA no periodo de 2009 a 2015, ocorreu um surto que

resultou em 30 doentes e nenhuma hospitalizacédo (CDC, 2018).

1.2.3.4 EPEC em bovinos

A E. coli é responsavel por quadros de diarreia em bezerros, comumente
conhecida como colibacilose entérica (GAY, 1965).

Em pequenos ruminantes a EPEC tem sido comumente associada a quadros
de diarreia. No entanto, para bovinos, ainda sdo escassos 0s dados acerca da real
prevaléncia e impacto dessa categoria (HEDERGAAD e HEDERGAAD, 2016).

Sendo que a fonte de infeccdo pode se estabelecer por diversas maneiras,
através dos alimentos; ambientes naturais como agua, solo; fezes e solo dos
abatedouros assim como o ambiente da fazenda como um todo (SOUZA et al.,
2016).

E embora ainda na década de 80 tenha sido relatado os primeiros casos
associando a sindrome da disenteria em bezerros com a presenca da EPEC
(CHANTER et al., 1986). Somente no ano de 1997, foi iniciada a detec¢do do gene
eae em cepas de EPEC para confirmacdo da mesma em bezerros com diarreia
(SARIDAKIS et al., 1997).

Além disso, embora EPEC possa ser isolada em bezerros com diarreia, existe
relatos de que a mesma também possa ser isolada em bovinos adultos sadios
(ORDEN et al., 2002). No Brasil um unico estudo foi realizado para detecgdo do
gene eae em EPEC isoladas de bovinos adultos sadios (AIDAR-UGRINOVICH, et
al., 2007).

Em bovinos que desenvolvem quadros de diarreia em decorréncia de infec¢ao
por tal categoria, especialmente bezerros, ha presenca de fezes liquidas num
periodo de até 15 dias, com sinais de desidratacédo, anorexia, distensdo abdominal
com dor a palpacgdo, perda de peso podendo evoluir a 6bito (MOXELEY; SMITH,
2010).
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Na necropsia dos animais acometidos por tal categoria, pode-se observar
paredes do colon e reto espessos, com presenca de manchas avermelhadas nas
dobras longitudinais da mucosa do ceco, coOlon e reto. Observa-se hemorragias
petequiais e hemorragias maiores com sangue coagulado aderido a superficie da
mucosa (HALL et al., 1985).

Em bezerros, observa-se uma intima ligagdo as superficies dos enterdcitos. A
perda das vilosidades da superficie dos enterdcitos resulta em atrofia do ileo. No
ceco, colon e reto € comum ocorrer descamacao dos enterdcitos (pode desencadear
uma atrofia e hemorragia na mucosa entérica), com presenca de reacao inflamatoria
multifocal, caracterizada por edema e infiltracdo neutrofilica (STORDEUR et al.,
2000).

1.2.4 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
1.2.4.1 Histdrico

O primeiro surto de infeccdo por EHEC foi descrito foi na década de 80 em
meados de 1982, onde 47 pessoas foram infectadas apés consumirem carne bovina
em hamburgueres contaminados por cepas de O157:H7. Anteriormente apenas um
caso havia sido relatado em 1975 (RILEY et al., 1983).

Acredita-se que a cepa mais comumente associada a essa categoria EHEC
seja a O157:H7, que surgiu a partir de um processo de recombinacéo da cepa O55:
H7, que por sua vez, por possuir adesao intestinal, adquiriu toxina shiga que
caracteriza o quadro hemorragico por transferéncia horizontal de genes virulentos
(WHITTAN et al., 1993).

Desde entdo a infeccdo por O157:H7 tem sido associada ao consumo de
alimentos de origem animal em especial de carne bovina contaminada. Sendo
responsavel por desencadear um quadro de diarreia com presenca de sangue, colite
hemorragica que pode evoluir para HUS e morte (LEVINE, 1987).

Até meados da década de 90 o tratamento para casos de infeccdo por
0157:H7 permanecia controverso, onde alguns meédicos acreditavam que o
tratamento feito com o uso de antibioticos poderia antecipar o quadro de HUS,
enquanto outros afirmavam que o tratamento deveria ser realizado com o uso destas
drogas. Contudo a mesma ideia era defendida: a que o consumo de carne bovina
mau cozida deveria ser evitado para reduzir os riscos de infecgcdo (MEAD; GRIFFIN,
1998).
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J& no ano de 1996 estudos comecaram a ser desenvolvidos com a finalidade
de pesquisar epidemiologicamente a presenca de O157:H7 nas populacdes de
bovinos destinados ao abate (HEUVELINK et al., 1996).

No ano de 2000 a notificacdo de casos envolvendo a presenca de O157:H7
em humanos, tornou-se de notificagdo obrigatoria nos EUA, onde foram detectados
0s maiores numeros de casos (CDC, 2005).

1.2.4.2 Agente etioldgico

Um método bastante difundido para determinar as categorias de STEC
(Escherichia coli produtora de toxina da familia Shiga-like) € sorologia realizada
através da determinacdo do antigeno da parede celular, lipossacarideo “O” que
define o sorogrupo com 174 variagbes, € o antigeno “H” com 53 variagbes que
determina o sorotipo (ORSKOV et al., 1977).

As E. coli produtoras de toxina shiga (STEC) compreendem o] grupo
heterogéneo, e dentro desse grupo, encontra-se incluido a categoria EHEC, que tem
por diferencial além das toxinas shiga, a presenca de uma ilha de patogenicidade
denominada LEE assim como na categoria EPEC anteriormente descrita (KAPER,;
NATARO; MOBLEY,2004).

Os soropatétipos séo divididos com base na ocorréncia em casos de doencas
em humanos em 5 grupos de A a E. O soropatétipo A € composto por 10 sorotipos
de O157:H7 e 3 O157: NM (N&o Mdvel). Soropatétipo B compostos por 3 cepas
cada um dos sorotipos 026:H11, O103:H2, O111: NM, O121:H19 e 0O145: NM.
Soropatoétipo C com 4 cepas de sorotipos O91:H21 e 0113:H21 e oito cepas de
outros sorotipos. Soropatétipo D com 14 cepas associadas somente a presenca de
diarreia sem evolucdo para HUS, e o soropat6tipo E que é composto por cepas de
STEC em animais e né&o relacionadas a doengcas em humanos (KARMALI et al.,
2003).

1.2.4.3 Dados epidemiolégicos

Estudos comprovam que a principal via de transmissdo de O157:H7 € via
alimentar, e que a carne bovina processada é responsavel pela grande parte dos
surtos alimentares envolvendo este agente (VIDOVIC; KORBER, 2016).
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No Brasil surtos envolvendo alimentos constituem um evento de saude
publica com notificacdo compulsoéria de acordo com a Portaria n°® 204 de 17 de
fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016a).

No periodo de 2007-2016, as DTA’S foram responsaveis por 6.632 surtos,
118.104 doentes, 17.186 hospitalizacBes e 109 Obitos. Sendo que a regido Norte
obteve uma taxa de 6,9% de surtos. A carne bovina in natura, processada e miudos
esteve associada a 2,1% do total de DTA’S, e a E. coli foi 0 segundo microrganismo
mais envolvido, com uma taxa de 7,2% (BRASIL, 2016 b).

No Tocantins nos anos de 2007-2017, foram notificados dois surtos
envolvendo E. coli com a carne bovina in natura, processada e miidos como veiculo
de transmisséo, o que gerou 1080 pessoas expostas e 142 doentes (BRASIL, 2017
b).

Nos EUA, um levantamento feito no periodo de 1982-2002 levou a conclusao
de que a O157:H7 foi responséavel por 73.000 casos anuais, onde quarenta e nove
Estados foram afetados, totalizando 350 surtos com 8.598 pessoas acometidas,
1493 internacdes, 354 casos de HUS e 40 obitos (RANGEL; SPARLING; CROWE,
2005).

Ja& no periodo de 2005-2014 a mesma foi responsavel por 16,5% das
infecgbes em humanos, com a maior taxa de incidéncia a cada 100.000 habitantes
entre 0s anos de 1996-2015 (CDC, 2017).

Ainda de cordo com o Center for Disease Control and Prevention (CDC) no
ano de 2015 a O157:H7 esteve no topo do ranking da causa de infec¢cdes em
humanos, com uma taxa de 44% (CDC, 2015).

Estima-se que cerca de 5-10% das pessoas infectadas com O157:H7 possam
desenvolver a HUS, sendo que criancas de até 5 anos de idade, idosos e
imunossuprimidos sdo os mais vulneraveis (CDC,2018). A HUS tem alta prevaléncia
em paises desenvolvidos. Porém no Brasil ndo existem dados consolidados acerca
da ocorréncia da HUS em decorréncia da falta de notificagdo e de um sistema de
vigilancia adequado (EDUARDO et al., 2002).

1.2.4.4 Bovinos como reservatorio de O157:H7
Bovinos sabidamente sdao considerados como reservatérios naturais de

EHEC/O157:H7. Sendo desta forma, os principais disseminadores desse sorotipo
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em humanos através do consumo de produtos carneos contaminados dessa espécie
(KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015; BARTH et al.,, 2016). Sé&o
considerados reservatorios assintomaticos (SODERLUND et al., 2016).

Alguns gendtipos de O157:H7 sédo exclusivamente encontrados em bovinos,
tais genes sdo essenciais para a sobrevivéncia no TGl de bovinos, como por
exemplo o gadA, gadB e gadC genes responsaveis pela descarboxilacdo do
glutamato essencial para o metabolismo bacteriano em situacdo de estresse
ambiental (VANAJA et al., 2010).

A expressao de dps também é comum em O157:H7 de bovinos, esse gene
esta envolvido na protecdo do DNA bacteriano durante periodos de privacdo e
estresse pela presenca de acido cloridrico do TGl (CHOI; BAUMLER; KARPAR,
2000).

Durante a fase estacionaria da O157:H7 em bovinos, h4d a necessidade de
trés sistemas para sobrevivéncia da mesma: S1 que requer a expressao de Rpos,
S2 que é dependente de glutamato e S3 que requer uma enzima arginina
descarboxilase (AbiA) (RICHARD; FOSTER, 2003).

Ha relatos de que o aspartato presente no intestino delgado de bovinos
também € crucial para a sobrevivéncia de O157:H7, além de ser uma vantagem
competitiva frente a outros microrganismos que ndo utilizam esse aminoacido
(BERTIN et al., 2018).

As toxinas shiga parecem suprimir a resposta imune em bovinos adultos e
desta forma induzem ou atrasam a resposta imune para conseguir efetivar a
colonizacdo no hospedeiro bovino (HOFFMAN et al., 2006). Afetam as principais
subpopulacdes de linfécitos (MENGE et al., 2003).

Isto por que os linfocitos B e T de bovinos expressam Gb3, sendo esse 0
principal diferencial da infeccdo em humanos e a forma assintomética em bovinos,
essa quantidade de receptor nos linfocitos faz com que a inflamacgédo da mucosa seja
limitada e que a homeostase intestinal seja mantida (STAMM et al., 2008).

Os granulécitos do sangue e do leite em bovinos adultos ndo expressam 0S
sitios de ligagédo da toxina (MENGE et al., 2006). Aléem disso, as células epiteliais do
colon também nédo expressam os sitios de ligacdo em sua superficie celular, e,

portanto, ndo respondem as toxinas (MENGE et al., 2015).
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Anticorpos contra o lipossacarideo da 0O157:H7 e suas toxinas sao
comumente detectados em soro bovino, em secrecées mucosas e no colostro
(PIRRO et al., 1995).

Entretanto, em bezerros essas toxinas induzem apoptose e necrose nas
células mononucleares do sangue periférico intestinal, e em poucos casos, ha a
manifestacédo de diarreia nessa fase da vida do bovino em decorréncia da O157:H7,

sem progressao para manifestacoes clinicas mais severas (HOFFMAN et al., 2006).

1.2.5Vigilancia de E. coli patogénica em industria de carne bovina

A industria de carne em todo o mundo tem cada vez mais feito esfor¢os para
garantir a oferta de um produto seguro para seus consumidores. Porém, ainda é
muito complexo determinar qual o trajeto da E. coli na contaminacdo da carne. H&
uma grande énfase nas BPF para evitar a contaminagdo da carcaga bovina com
intervengbes que visam eliminar tal bactéria a nivel de pele e/ou contaminagéo
oriunda do trato gastrointestinal (BRASHEARS; CHAVES 2017).

No Brasil, o decreto de n® 9.013/2017 regulamenta a Inspecado Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2017c). E em 2015, a norma
interna DIPOA/SDA de n°® 1 de 17 de junho, instituiu o Programa de pesquisa de E.
coli verotoxigénica em carne bovina in natura em aparas, carne de cabeca, esdfago
ou diafragma (BRASIL, 2015).

Sendo estabelecido a pesquisa dos sorogrupos O157:H7, 026, 045, 0111,
0121 e 0O145. O protocolo é dividido em trés etapas: 1° com a técnica da PCR
determinante na deteccdo do gene stx e eae, a 2° etapa consiste no isolamento em
agar e reacdes com antissoro O157:H7, e a 3° etapa consiste na reunido dos
seguintes critérios para confirmacao: producdo de toxina shiga (st), confirmacéo do
stx, ou determinacéo genética do sorotipo H7 (BRASIL, 2015).

Para o isolado nédo caracterizado como 0157, o isolado bioquimicamente
identificado como E. coli deve possuir 0 gene stx, eae e ser positivo para um dos
sorogrupos alvo: 026, 045, 0103, O111, 0121 e 0145 (BRASIL, 2015).

A RDC de n° 275/2002 da ANVISA, instituiu o Regulamento Técnico de
Procedimentos Padronizados Aplicados aos Estabelecimentos Produtores e
Industrializadores de Alimentos e Lista de Verificagdo de BPF, com a finalidade de
garantir o aperfeicoamento das a¢des de controle sanitério, na inspe¢ao sanitaria em

estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos em todo o Brasil
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(ANVISA, 2002). Juntamente com a portaria do Ministério da Agricultura de n°® 368
de setembro de 1997 (BRASIL, 1997).

Existem também a circular de n° 175/2005- DIPOA, que regulamenta o0s
Procedimentos de Verificacdo dos Programas de Autocontrole, afim de identificar e
eliminar fatores que possam interferir na qualidade higiénico-sanitaria dos produtos
carneos (BRASIL, 2005).

Como ndo ha presenca de bactérias patogénicas nos musculos de bovinos
sadios. As principais operacdes de abate que representam risco de exposi¢cao para a
carcaca bovina séo: esfola do couro e retirada do trato gastrointestinal (BARKOCY-
GALLAGHER et al., 2003).

Em paises desenvolvidos, algumas medidas de intervencdo pré-abate tém
sido estudadas com a finalidade melhorar a seguranca do produto final, tais quais:
vacinacao, exclusdo competitiva com uso direto de microrganismos na alimentacéo
de bovinos, e uso de bacteri6fagos (CALLAWAY et al.,, 2003). Outras medidas
avaliadas podem reduzir a liberacdo fecal de E. coli, sendo elas: fontes controladas
de aquisicdo de novos animais, bem-estar animal, sanidade animal, e uso de pré e
probiéticos (BUNCIC et al., 2014).

Nas fazendas, o uso dos principios da Andlise dos Pontos Criticos de
Controle (HACCP) nao é obrigatério na producao primaria da matéria prima. Porém,
estudos tém demonstrado que o controle de disseminagao de E. coli em fazendas
dependem do desenvolvimento e implementacdo de um sistema eficaz de
gerenciamento de seguranca alimentar: 1) rastreabilidade total dos animais; 2)
provisdo de alimentos/forragens ndo contaminados; 3) fornecimento de agua limpa;
4) condicBes higiénicas de alojamento; 5) bovinos limpos; 6) saude animal, bem-
estar e prevencado de doencas; 7) gestdo de residuos dos animais; 8) transporte e
manuseio higiénico e 9) biosseguranca (MAUNSELL; BOLTON 2004).

Em nivel de abatedouros, o que se tem discutido para que haja melhorias na
seguranca da carne comercializada, € uma abordagem moderna no sistema de
inspecéo, ou seja, baseado em riscos. A exemplo disso, temos a categorizacéo do
risco do bovino entrante. A ProSafeBeef tem fomentado projetos para determinar a
aplicabilidade de testes de niveis de proteinas em bovinos, para separar lotes de
animais que possivelmente oferecem riscos (BLAGOJEVIC et al., 2011).

Outra medida tida como eficaz, consiste em classificar visualmente a limpeza

da pele dos bovinos. O escore de limpeza de pele ja é praticado em muitos paises,
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onde se realiza o chamado abate logistico: animais mais sujos sdo abatidos apoés
animais mais limpos com remuneracao aos produtores (BLAGOJEVIC et al., 2012).

A reducéo da contaminacédo oriunda do couro pode ser também através de
tratamentos alternativos. O uso de acido acético e acido latico, ou remocéo fisica
com uso do calor até 80° C tem sido realizado em paises desenvolvidos (LORETZ;
STEPHAN; ZWEIFEL, 2011).

No que diz respeito das técnicas com a finalidade de reduzir a contaminacgao
fecal da carcaca, sistemas online tém sido avaliados para substituir a atual técnica
do swab com a finalidade de se gerar um resultado imediato, ao invés da atual
liberacdo apos a carcaca ter deixado a planta frigorifica (BURFOOT et al., 2011).

Tal técnica baseia-se nas propriedades fluorescentes das fezes associadas a
clorofila da dieta (KIM et al., 2005). Em bovinos alimentados com dieta rica ou
exclusiva de concentrado, tem-se avaliado o uso do marcador Mg-clorofilina para
eliminar falsos negativos e falsos positivos no caso de emissao de fluorescéncia de
tecidos com a mesma faixa de absorvancia das fezes (620-750 nm) (SAGATARAME
et al., 2012).

1.2.6 Antibidticos

Desde a descoberta e introducdo da penicilina, os antibiéticos tem sido
farmacos de fundamental importancia clinica para o tratamento de infeccbes em
todo mundo (MARSHALL; OCHIENG; LEVY, 2009).

Foi na década de 30, mais precisamente no ano de 1937, devido ao grande
namero de feridos e o surgimento de novas doencas infecciosas oriundas do caos
da segunda guerra mundial, que a producéo de antibioticos comecou a ser em larga
escala (ZAMAN et al., 2017).

A década de 50 foi considerada a era de “ouro” dos antibidticos, onde
houveram a descoberta de novas drogas. Todavia, na década de 70 houve um
declinio repentino na producdo de novas classes de antibiéticos, declinio esse que
nao acompanhou o ritmo crescente da resisténcia bacteriana (AMINOV, 2010).

No Brasil existem 93 antibioticos para comercializagdo registrados junto a
Anvisa, sendo ressalvados dessa lista aqueles de uso exclusivo em hospitais. A
RDC de n° 44 de 26 de outubro de 2010 é a legislagédo que estabelece critérios para

comercializagdo dos mesmos (BRASIL, 2010).
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Embora essa RDC tenha o intuito de reduzir o uso indiscriminado desses
farmacos, as taxas de consumo tiveram diferencas sutis na maior cidade do Pais,
Sé&o Paulo-SP. No periodo de 2008-2011, as vendas de cefalosporinas aumentaram
216,8%, quinolonas 170,9% e aminopenicilinas 140,9%. Apds o inicio da restricao
nas vendas, em 2012 houve um decréscimo de apenas 19,4% para cefalosporinas,
12,75%0 para quinolonas e 11,1% para aminopenicilinas (MATTOS et al., 2017).

Os antibioticos podem ser divididos conforme mecanismo de ac¢ao que serao

descritos a sequir.

1.2.6.1. Os antibitticos que afetam a parede celular

Representados pelos glicopeptideos, - Lactamicos, cefalosporinas,
carbapenens e monobactans. Os glicopeptideos sdo usados em tratamento de
infeccbes graves por bactérias Gram positivas. Existem duas geragfes: a 1°
(vancomicina e teicoplanina) e a 2° (dalbavancina, oritavancina e telavancina)
(MARCONE et al., 2018).

Sua acdo consiste em bloquear a sintese da parede celular através da
interacdo com o residuo de Acil-D-Ala (precursor do peptideoglicano). Assim, ha um
bloqueio na utilizacdo de um precursor imprescindivel para formacdo dessa
estrutura, ndo havendo acgéo direta sobre alguma enzima (ALLEN; NICAS, 2003).

As outras classes de antibidticos (3- Lactamicos, cefalosporinas, carbapenens
e monobactans), interferem em enzimas necessarias para a sintese de
peptideoglicano (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008), mais especificamente nas
transpeptidases da familia das PBPs (Proteinas de Ligacdo das Penicilinas)
(GOFFIN; GLUYSEN, 1998), que realizam todos processos relacionados a estrutura
da parede celular (MASSOVA; MOBASHERY, 1998).

Nas bactérias Gram negativas existem mais grupos de PBPs, que quando
interrompidas pode ocasionar lise celular, impedir divisdo e morte celular (SPRATT,
1983).

Os B- Lactamicos sédo os mais utilizados desde a descoberta da penicilina. S6
nos EUA no periodo de 2004 a 2014, 65% dos antibidticos prescritos eram
pertencentes a essa classe (BUSH; BRADFORD, 2016).

1.2.6.2 Antibiéticos que afetam a sintese proteica
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Composto pelas classes das tetraciclinas, aminoglicosideos e anfenicois.
Para conseguir entrar na célula do hospedeiro, essas classes de antibidticos
atravessam a membrana através das porinas OmpC e OmpF (MORTIMER;
PIDDOCK, 1993).

As tetraciclinas foram descobertas na década de 40, tendo como forma de
acdo a inibicdo de sintese proteica bacteriana (CHOPRA; ROBERTS, 2001). A
minociclina, doxiciclina, tigecilina e omadaciclina, sdo os antibiéticos mais eficazes
da classe das tetraciclinas (GROSSMAN, 2016).

Essa classe de antibiéticos consegue inibir a sintese proteica através de sua
ligacdo na porcdo 16S do RNARg, porcédo 30S do ribossomo que é responsavel pela
decodificacdo da informacdo genética bacteriana, interrompendo dessa forma o
processo de traducéo (PIOLETTI et al., 2001).

Os aminoglicosideos por sua vez foram descobertos no ano de 1944, sendo a
estreptomicina a primeira droga da classe (DAVIS, 1987). Apesar de 73 anos
passados apos a descoberta, ainda continuam sendo prescritos para tratamentos de
infeccdes por bactérias Gram negativos (BEGG; BAICLAY; DUFFULL,1995).

A gentamicina, trombamicina e amicacina sdo os 3 antibidticos mais
prescritos (AVENT et al., 2011). Embora sejam considerados antibioticos eficazes, a
toxicidade desses farmacos pode causar quadros de insuficiéncia renal, perda
auditiva permanente e/ou distirbios do equilibrio. Isto se deve aos picos de
concentracfes da droga no sangue, portanto, os aminoglicosideos possuem um
indice terapéutico estreito que deve ser seguido de forma adequada para evitar 0s
efeitos toxicos nas células dos mamiferos (JIANG; KARASAWA; STEYGER, 2017).

Os anfenicéis representados pelo cloranfenicol e florfenicol, este dltimo de
uso exclusivo veterinario, sédo utilizados desde a década de 50 especialmente em
animais de producdo. A toxicidade dos residuos de cloranfenicol em animais
destinados ao consumo humano, fez com que o uso do mesmo em animais fosse
proibido desde 27 de junho de 2003 no Brasil (PENSABENE; FUDDLER,;
DONOGHUE, 1999; BRASIL, 2003).

Os anfenicdis inibem a sintese proteica ao se ligarem a subunidade 50S do
ribossomo e bloquear a enzima peptidiltransferase (SCHWARZ et al., 2004).

O efeito toxico aos humanos é devido a presenca do carbono dicloreto alfa,
esse carbono sofre uma substituicdo por nucledfilos encontrados na proteina

mitocondrial das células sanguineas. O resultado € a reducdo da producédo de
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glébulos vermelhos na medula 6ssea, e consequente quadro de anemia aplastica.
Em doses terapéuticas em humanos o uso do mesmo é seguro, porém, ndo se sabe
ao certo o nivel seguro de exposicao a residuos de cloranfenicol em alimentos, por
isso houve a proibicdo do uso do mesmo em animais destinados ao consumo
humano (CLARK et al., 1991).

1.2.6.3 Antibidticos que interferem na sintese do folato

Formado pelo grupo das sulfonamidas. Possui esse home geneérico pois sao
derivados de amina de benzeno. A atividade antimicrobiana depende entéo de qual
substituinte e sua posicédo no anel de benzeno. A acao consiste na semelhanca com
o PABA (4cido amino benzdico) precursor inicial da sintese do acido félico em
bactérias que utilizam esse acido em seu metabolismo, desta forma ha uma
competi¢cdo da sulfonamida com o PABA (LAVANYA, 2017).

As sulfonamidas foram descobertas e produzidas em larga escala desde a
década de 30, além do uso em antimicrobianos, a sua por¢ao primaria esta presente
em diversos tipos de drogas, tais como: diuréticos, inibidores da anidrase carbonica,
antiepiléticos e alguns antipsicéticos (CARTA; SCOZZAFAVA; SUPURAN, 2012).

Em decorréncia do uso em larga escala ao longo dos anos, seu baixo custo e
amplo aspectro de acdo, as sulfonamidas estdo associadas a disseminagcao de
resisténcia bacteriana. Pensando nisto, a industria farmacéutica buscou como forma
de melhorar a acdo do mesmo através do sinergismo com o trimetropim (CHEN; XIE,
2018).

No entanto, ainda na década de 80 ja haviam relatos de resisténcia ao
sulfametoxazol e cotrimaxazol (nomes comerciais da associacdo da sulfonamida
com trimetropim) (BROGDEN et al., 1982).

A potencializacdo se baseia no fato de que o trimetropim atua na mesma via
de sintese do acido fdlico, especificamente na enzima diidrofolato redutase que é
responsavel pela conversdo do acido dihidrofélico em acido tetrahidrofolato (forma

ativa do acido folico), o trimetropim inibe a acdo dessa enzima (HONG et al., 1995).

1.2.6.4 Antibidticos que afetam a girase (topoisomerase Il) e topoisomerase 1V
Representados pelas quinolonas e fliorquinolonas (quando ha o acréscimo

de um atomo de fldor em seu anel principal). SGo comumente prescritos em todo o
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mundo para tratar varios tipos de infecgbes, principalmente as do trato urinério.
Desde a década de 90 ha relatos de resisténcia bacteriana.

O mecanismo de acgao consiste em converter as enzimas bacterianas girase e
topoisomerase IV em enzimas toxicas que fragmentam o cromossomo bacteriano
(ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014).

As enzimas bacterianas que essa classe afeta, sdo essenciais para
modulacdo cromossdmica, sintese de DNA, transcricdo e divisdo celular (CORREIA
et al., 2017).

A girase participa dos processos que envolvem o movimento do DNA dentro
do ndcleo e abertura da dupla hélice (DEWEESE; OSHEROFF, 2008). A
topoisomerase IV por sua vez, separa 0os cromossomos ligados durante o estagio
terminal da replicacdo do DNA (LEVINE; HIASA; MARIANS, 1998).

1.2.6.5 Mecanismos de resisténcia aos antibidticos

A importancia clinica dos antibioticos na histéria da humanidade € indiscutivel.
No entanto, o surgimento e rapida disseminacdo da resisténcia aos antibidticos, é
alvo de preocupacdo em todo o mundo. Para se ter uma melhor dimensdo do
problema, nos EUA no ano de 2014, o custo com a resisténcia bacteriana foi
estimado entre 21 a 34 bilhdes de ddlares (ONU, 2014).

Em fevereiro de 2017 a OMS publicou uma lista prioritaria de patégenos
resistentes (PPL/Lista de Patdgenos Prioritario global), com a finalidade de
direcionar a pesquisa e desenvolvimento de novos antibiticos. A familia
Enterobacteriaceae ficou classificada no grupo de patdgenos criticos (ONU, 2017a).

Os antibidticos podem ser transferidos para as células bacterianas por difuséo
(necessita de porinas), difusdo pela bicamada lipidica, ou por auto absorcao
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Para evitar que esses farmacos cheguem até seu alvo, as bactérias fazem
uso do sistema de bomba de efluxo, no qual a mesma velocidade em que a droga
entra na célula, é a mesma velocidade de bombeamento para fora da mesma. Para
gue esse sistema de efluxo ocorra, certas proteinas bacterianas de transporte sao
necessarias nesse processo. No total sdo 5 familias de proteinas sendo elas: familia
de ligacdo ao ATP (ABC), familia facilitadora principal (MFS), familia de resisténcia a

farmacos (SMR), familia de extrusdo de multidrogas e compostos toxicos (MATE),
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familia de resisténcia-modulagéo-divisdo celular (RND), todas codificadas por
cromossomos (HASDEMIR, 2007).

As bactérias também necessitam de proteinas do canal de membrana externa
(OMP) e uma proteina de fusdo de membrana (MFP) (CATTOIR, 2004). Esse
sistema é comum para resisténcia a - Lactamicos (LAMBERT, 2002).

Outro mecanismo de resisténcia € a modificacdo das subunidades 30S ou
50S do ribossomo para evitar a ligacdo das tetraciclinas, macrolideos, anfenicois e
glicopepetideos, assim a inibicdo de sintese proteica € interrompida (TENOVER,
2006).

Ha ainda a alteragbes enzimaticas, por exemplo, nas PBPs (Proteina de
Ligacdo da Penicilina) em bactérias Gram positivas, e a produgéo de B-Lactamases
(enzimas que degradam antibiéticos B-Lactamicos) em Gram negativas. A producao
de enzimas € codificada por genes localizados em plasmideos e transposons
(estruturas de transferéncia horizontal de genes de resisténcia) (ALEKSHUN; LEVY,
2007).

As B-Lactamases sao divididas em: grupo 1 (cefalosporinases), grupo 2
(penicilinases), grupo 3 (metalo- B-Lactamases). Ha ainda o grupo D, que hidrolisam
oxacilina e sdo fracamente inibidas por acido clavulanico, mas altamente inibidas por
cloreto de sédio (NAAS; NORDMANN, 1999).

AlteracGes nas enzimas girase e topoisomerase 1V, ocorre em decorréncia de
mutacdes nos genes gyrA, gyrB, parC e parE na enzima girase, e a codificagcdo do
gene gnr que bloqueia a ac¢do das quinolonas na topoisomerase IV (FABREGA et
al., 2009).

1.2.6.6 Uso de antibioticos em Medicina Veterinaria

Os antibioticos em Medicina Veterinaria em todo o mundo com a finalidade
terapéutica e profilatica, e alguns sédo adicionados aos alimentos destinados aos
bovinos em niveis sub terapéuticos para promocéo do crescimento. Todavia, a taxa
de eliminacdo de farmacos via fezes, urina e até mesmo na carne, torna
preocupante o0 potencial impacto na disseminacdo de resisténcia bacteriana
(SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). Isto por que residuos de antibioticos em carne
bovina tém sido considerada um sério problema de salude publica em todo o mundo
(RAMATLA et al., 2017).



32

Em bovinos, o uso prolongado, o grande niumero de animais e a subdosagem
pode favorecer a selecdo de bactérias resistentes. Na Alemanha, ainda no ano
2000, foram sancionadas diretrizes obrigatérias para o uso racional de antibidticos
em animais (UNGEMACH; MULLER-BAHRDT; ABRAHAM, 2006).

A administracdo de antibidticos ocasiona uma pressdo seletiva que atua na
flora microbiana, selecionando genes de resisténcia e bactérias resistentes na flora
bovina (CAMERON; MCALLISTER, 2016).

Os residuos de antibidticos em carne bovina tem sido alvo constante de
alertas da ONU juntamente com a OMS e FAO. No Brasil, residuos desses farmacos
sdo monitorados em bovinos e estdo dispostos na IN n° 11 de 22 de maio de 2012
(BRASIL, 2012 a).

Especialmente em paises em desenvolvimento, o uso indiscriminado de
antibiéticos em animais de producao €é pratica comum (OLATOYE e BASIRU, 2013).
Casos de multirresisténcia em E. coli diarreiogénicas (DEIC’s) de origem alimentar
tem sido constantemente relatado (GOMEZ-ALDAPA et al., 2016).

Essa disseminacado de resisténcia em DEIC’s é atribuida principalmente ao
uso extensivo de antibioticos e praticas de prescricdo inadequada tanto para
humanos quanto animais domésticos (BOUZARI et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Nos EUA, os antibidticos sdo mais utilizados como promotores de
crescimento em animais de producédo do que na Medicina Humana (MEEK; VYAS;
PIDDOCK, 2015). A Unido Europeia em 2003 implementou uma regulamentacéo
que proibe o uso de antibiéticos de importancia clinica para humanos como
promotores de crescimento (UNIAO EUROPEIA, 2003).

No Brasil, para uso como promotores de crescimento, sao proibidos o uso de:
cloranfenicol e nitrofuranos (IN n® 09, 27/06/2003); anfenicois, tetraciclinas, B-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas) (IN n°® 26, 09/07/2009), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas (IN n°14, 17/05/2012 b).

Os produtores de crescimento mais utilizados para bovinos sdo: bacitracina,
flavomiacina, monesina, narasina, salinomicina e virgiamicina. Todavia, dados
acerca do volume consumido no Brasil ndo estéo publicados oficialmente (PRICE et
al., 2017).

Mesmo apoés a instituicdo do Agroprevine, uma ag¢do do Ministério Publico
Federal solicitou a suspensao do Artigo 2° da normativa 45 de 2016 do Ministério da

Agricultura que permitia 0 uso de colistina (antibi6tico utilizado na terapia de casos
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mais graves de infec¢Bes causadas por bactérias Gram negativas) junto a ragéo
animal. A Anvisa também emitiu um alerta sobre o uso do mesmo como promotor de
crescimento. E em 19 de dezembro de 2017, a comercializacdo de melhoradores de
crescimento com presenca de colistina finalmente foram proibidos em todo territorio
nacional (BRASIL, 2018).

E embora a colistina ndo seja utilizada para bovinos, o surgimento de
resisténcia a um promotor de crescimento em qualquer espécie tem sido um alerta
para o setor de producdo animal como um todo. Além disso, estudos que expliquem
a formacao e transferéncia de resisténcia em bactérias expostas a promotores de
crescimento ndo estdo completamente elucidados (RUSSEL; HOULIHAN, 2003).

A polémica do uso de iondéforos na alimentacdo de bovinos, surgiu em
meados da década de 90, com a correlacao entre o aumento de surtos envolvendo a
0157:H7 e o uso de ion6foros em bovinos (RASMUSSEN et al., 1993). Isto porque,
a E. coli por ser uma bactéria Gram negativa poderia se beneficiar com a atuacéo de
ion6foros em bactérias Gram positivas, excluindo as principais competidoras da
mesma (EDRINGTON et al., 2003).

Sabe -se que 0 uso de antibibticos aditivos aumenta a abundancia de genes
de resisténcia no TGl e fezes de bovinos. Os filos mais abundantes na microbiota
ruminal sdo: Proteobactéria, Firmicutes, Bacteoidetes e Actinobactéria, além da
presenca de E. coli (AUFFRET et al., 2017).

No entanto, ha poucas informacGes sobre o efeito de antibiéticos na
microbiota ruminal como um todo. Sendo descrito apenas o efeito de administracao
terapéutica e subterapéutica na prevaléncia de bactérias especificas (RETI et al.,
2013).

Além disso, pode haver diferenca na microbiota de cada bovino de corte e tais
diferencas ndo podem ser atribuidas a dieta, raca, sexo, idade ou fatores
macroecoldgicos (DURSO et al., 2010).

A RDC de n° 20/2011 também trata da prescricdo de antibiéticos humanos na
Medicina Veterinaria. E estabelecido a prescricdo de duas vias de receita atendendo
as deliberacdes preconizadas pelo CFMV, entretanto, a mesma deixa claro que o0s
dados nédo sdo de interesse para monitoramento farmacoepidemioldgico, assim
sendo nao sao compilados (BRASIL, 2011).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em setembro de 2016, divulgou uma

nota em que pela primeira vez chefes de Estado se comprometiam a adotar uma



34

abordagem ampla e coordenada para identificar as causas da resisténcia
antimicrobiana, especialmente na saude humana, saude animal e agricultura. Foi
entao reafirmado o compromisso do desenvolvimento de agdes com base no “Plano
de acgao global para resisténcia antimicrobiana”, desenvolvido pela OMS e FAO em
2015 (ONU, 2016 b).

Em novembro de 2017 a OMS divulgou uma alerta aos agricultores e industria
alimenticia para pararem de utilizar antibidticos rotineiramente para promover
crescimento e prevenir doencas em animais saudaveis. Isto visou ajudar a prevenir a
perda de eficacia dos antibidticos importantes para a Medicina Humana. Em alguns
paises, 80% do consumo de antibidticos € em animais, principalmente para
promover crescimento (ONU, 2017b).

Desde o ano de 2005, a OMS compila dados e produz regulamente uma lista
atualizada de resisténcia de todos antibiéticos usados na Medicina Humana e
principalmente na medicina veterinaria divididos em categorias. Essa lista visa
assegurar que todos os antibidticos, e especialmente os criticamente importantes
sejam usados prudentemente inclusive na prética veterinaria (OMS, 2017).

Vale ressaltar que a OMS também disponibiliza um guia com diretrizes sobre
0 uso de antibidticos medicamente importante em animais produtores de alimentos
(ONU, 2017c).
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Capitulo 2. Susceptibilidade antimicrobiana e pesquisa do gene eae e rfb
0157:H7 em Escherichia coli isoladas de fezes e conteddo ruminal de bovinos
abatidos sob inspecdo no municipio de Araguaina-TO

RESUMO

A resisténcia bacteriana é um problema de saude global. Nesse contexto, a
Escherichia coli (E. coli) € tipicamente usada como indicador de resisténcia
bacteriana em bovinos destinados ao consumo humano por sua importancia na
saude unica. O objetivo do presente trabalho é determinar a susceptibilidade dos
isolados de E. coli a antibioticos utilizados rotineiramente na atencdo a saude
atraves do teste de sensibilidade microbiana por disco- difusdo e pesquisa do gene
eae e rfb O157:H7 em 259 amostras de E. coli isoladas de fezes e conteudo ruminal
de 323 bovinos abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina-To. No total, foram
obtidos 259 isolados de E. coli, dos quais 186 isolados de fezes e 73 de conteudo
ruminal. Quanto a pesquisa dos genes, 7 amostras foram positivas para o gene eae,
nao houveram amostras positivas para o gene rfb O157:H7. Em relacdo ao perfil de
multirresisténcia a sulfonamida foi o antibiético com maior indice de resisténcia,
seguida de florfenicol, gentamicina, enrofloxacina e amoxicilina + acido clavulanico,
doxiciclina e cefepime. Ao analisarmos 0s materiais biol6gicos separadamente, 0s
isolados de fezes apresentaram multirresisténcia a 4 antibiéticos e para isolados de
contetdo ruminal a 8 antibidticos. As amostras positivas para o0 gene eae
apresentaram multirresisténcia a 5 antibioticos. Os resultados encontrados neste
trabalho sugerem necessidade de maior vigilancia no uso de antibiéticos para
bovinos na microrregido de Araguaina-TO, tendo em vista as altas taxas de
resisténcia obtidas e o uso concomitante de alguns antibiéticos de importancia
clinica em humanos.

Palavras-chave: antibiograma, bactérias patogénicas, resisténcia, ruminantes
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Chapter 2. Antimicrobial susceptibility and research of the eae and rfb O157:H7
gene in Escherichia coli isolated from feces and ruminal content of slaughtered
cattle under inspection in the municipality of Araguaina-TO

ABSTRACT

Bacterial resistance is a global health problem. In this context, Escherichia coli (E.
coli) is most commonly used as an indicator of bacterial resistance in cattle. This
manual is raised by an antibody screening questionnaire to detect microbiota through
gene screening to detect the presence of disc diffusion microbial antibodies and eae,
rfb O157: H7 gene screening in 259 E. coli samples. feces and ruminal content of
323 cattle slaughtered under State Inspection in Araguaina-To. In total, 259 E. coli
isolates were included, of which 186 isolates of 73 and 73 with ruminal content. As
for the genes, the seven were positive for the eae gene, there were no positive
images for the rfb O157: H7 gene. Regarding the multiresistance profile sulfonamide
was the antibiotic with the highest resistance index, followed by florfenicol,
gentamicin, enrofloxacin and amoxicillin + clavulanic, doxycycline and cefepime. "By
decreasing the biological amounts, multiresistance bones to 4 and antibiotics to
remove rumen content to 8 antibiotics. As positive measures for the gene and
multiresistance to 5 antibiotics. The following results: Increased rate of use of
antibiotics to use in cattle in the Araguaina-TO microregion rate, given the high
resistance rates and concomitant use of some clinically important antibiotics in
humans

Key words: antibiogram, pathogenic bacteria, resistance, ruminants
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a antibidticos € uma das maiores ameacas a saude,
bem-estar e seguranca alimentar. Tendo em vista a importancia indiscutivel dos
antibiéticos para medicina humana e animal, a ONU tem utilizado a abordagem de
saude Unica (saude humana e animal integradas), uma vez que animais destinados
a alimentacdo tem sido uma importante rota de propagacdo de bactérias que
disseminam os fatores de resisténcia a esses farmacos (ONU,2018).

Bactérias patogénicas resistentes a antibidticos em bovinos, s&o
frequentemente isoladas em ambientes de criacdo e produtos céarneos, sendo
considerada uma causa importante de infecc¢des clinica e colonizacdo subclinica em
humanos (LANDERS et al., 2012).

Embora haja grande enfoque em cepas de Escherichia coli (E. coli)
patogénicas, outra grande preocupacao tem sido a transferéncia horizontal de genes
de resisténcia em cepas comensais e a consequente disseminacdo das mesmas em
produtos carneos (VIEIRA et al., 2011). Além disso, o uso frequente de antibidticos
em bovinos € considerado uma importante forma de disseminacdo de cepas
comensais multirresistentes (LANDERS et al., 2012).

Os bovinos sédo sabidamente considerados reservatérios e potenciais
disseminadores de E. coli e, atualmente, tem assumido um papel significativo na
disseminacdo de resisténcia através dessa espécie bacteriana. No entanto, dados
exatos sobre a quantidade de antibidticos utilizados para criacdo dessa espécie sdo
escassos, 0 que se tem sao estimativas de que o consumo desses farmacos em
bovinos supera o consumo humano (AARESTRUP, 2015).

Atualmente no Brasil, os dados epidemiolégicos acerca de E. coli
enterohemorragica estdo concentrados no estado de Sdo Paulo, sendo assim, o
monitoramento de tal sorogrupo necessita ser ampliado (CASTRO et al., 2019).

A escassez de dados epidemiolégicos em bovinos também ocorre para a
categoria enteropatogéncia, onde pouco se sabe sobre a importancia dos bovinos
como potencias disseminadores de tal sorogrupo (SINGH et al., 2015).

A principal forma de contaminacdo de carcacas bovinas por E. coli se da
através das fezes (quando ha rupturas indesejadas no trato gastrointestinal das
carcacas durante o abate), sendo este um potencial meio de disseminacao desse
patégeno (RUSSEL, DIEZ- GONZALEZ e JAVIS, 2000; NESPOLO et al., 2014).
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No Brasil, a portaria de numero 205 de 17 de fevereiro de 2016 inclui as
doencgas transmitidas por alimentos (DTA’S) na lista de doengas e agravos que
devem ser monitoradas por meio de estratégias da vigilancia, sendo a E. coli
apontada como uma das principais bactérias associadas a essas doencas (BRASIL,
2016). E entre os anos de 2007-2017, carne bovina e derivados foram responsaveis
por 2,1% de surtos alimentares (BRASIL, 2017a).

Em casos mais severos, E coli. resistentes podem desencadear quadros de
sepse, que sao fatais. No Brasil de janeiro de 2015 até marco de 2016 foram
registrados 4.500 Obitos desencadeados por sepse, destes, 177 pertencentes a
Regido Norte dos quais 16 oriundos do Tocantins sendo 12 somente na microrregiao
de Araguaina. O que reforca a necessidade do uso criterioso de antibidticos
(BRASIL, 2017 b).

Assim, o uso de testes de susceptibilidade antimicrobiana é de extrema
importancia na orientacdo clinica para direcionamento do tratamento e no
monitoramento farmaco-epidemioldgico de resisténcia (MOUTON et al., 2012).

Frente a essa problematica de resisténcia bacteriana, o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, juntamente com a ONU, tornou publico no
ano de 2016 o programa AGROPREVINE e em 2017 instituiu a Instrugdo Normativa
n°41 de outubro de 2017, na qual um dos objetivos € a vigilancia e monitoramento
da resisténcia aos antimicrobianos na agropecuaria (BRASIL, 2017c).

Assim, a geragéo de dados relacionados a resisténcia de E. coli isoladas de
bovinos cujos produtos s&o rotineiramente consumidos por humanos ainda é
insuficiente e necesséaria para subsidiar discussbes e acfes relacionadas ao
problema de resisténcia aos antibiéticos no Brasil.

Tendo em vista a relevancia do tema supracitado, o objetivo do presente
estudo consistiu em determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e
distribuicdo microrregional de E. coli patogénicas isoladas de bovinos abatidos sob

inspecao estadual no municipio de Araguaina-TO no ano de 2016.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Declaracao de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Tocantins, com numero de protocolo n°
23101.003806/2016-92.
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1.2.2 Delineamento estatistico

Para o célculo do tamanho da amostra foi utilizado o programa Epi info versao
7.0, um programa de processamento de texto, banco de dados e estatistica para
saude publica do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) do governo
federal dos EUA. Um nivel de confiangca de 95% e um erro tolerdvel de 5% foi
estabelecido para uma populacdo amostral estimada de 2000 animais abatidos por
ano e uma prevaléncia esperada de 50% de animais infectados por E. coli.

O tamanho da amostra minimo calculado foi de 323 animais. As amostras
foram coletadas de forma a contemplar os 13 municipios (Araguaina, Babaculandia,
Filadélfia, Wanderlandia, Bandeirantes, Carmolandia, Piraqué, Santd Fé,
Muricilandia, Aragominas, Arapoema, Pau D’arco e Araguana) que comple a
microrregido de Araguaina-To (Figura 1).

A eficacia (sensibilidade) dos antibidticos baseou-se no critério adotado por
Salehi e Bonab (2006) e Adzitey, Saba e Grabriel (2016), para que um antibiético
seja eficiente deve apresentar a frequéncia minima de sensibilidade a partir do ponto
de corte de 75%.

Figura 1. Mapa microrregido Araguaina e 0s respectivos municipios coletados nesse estudo. Fonte:
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1.2.3 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em abatedouro-frigorifico localizado no
municipio de Araguaina-TO (7°11°28” de latitude, 48°12’ 26” de longitude) registrado
sob SIE (BRASIL, 2017d).
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As amostras fecais foram obtidas por suabe retal na linha de abate apos as
manobras de incisdo perianal para liberagdo desta extremidade do trato digestivo e
oclusdo do reto, utilizando suabe estéril. As amostras foram acondicionadas em
tubos plasticos estéreis com solucdo PBS (Tampéo Fosfato-salino pH 8) na
concentragdo 1X e armazenados sob refrigeragdo em caixa isotérmica.

Por¢cbes do contetdo ruminal eram recolhidas do riumen de cada bovino
imediatamente apdés sua despanca durante o abate. Com o auxilio de um
colaborador com maos enluvadas, o rimen era seccionado em sua porcao inferior
para possibilitar a colheita do contetdo ruminal. Aproximadamente 1 g do contetdo
era coletado de acordo com Hungate (1966).

Quanto a raca e sexo, 0S animais eram predominantemente fémeas
aneloradas.

As amostras foram encaminhadas em caixas isotérmicas para o laboratorio de
Higiene e Saude Publica da Escola de Medicina veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins (UFT/EMVZ) em um prazo maximo de duas

horas do momento da coleta.

1.2.4 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli

No laboratério, 0,1 mL de cada amostra foi transferida para tubos contendo 10
mL de caldo selenito cistina (CS) - Himedia®. A incubacado dos tubos foi realizada a
37°C por 24h (OLIVEIRA et al., 2004).

A partir CS foram realizadas semeadura por técnica de esgotamento
superficial em placas com Agar Macconkey (MC) - Merck® e incubadas a 37° C por
24h.

As colbnias sugestivas foram semeadas em agar Triplice A¢ucar Ferro (TSI)
Himedia®, incubados a 37°C por 24h, verificando-se as reacdes tipicas para E. coli.
Culturas suspeitas foram submetidas provas a bioquimicas adicionais (indol -
Himedia®, vermelho de metila - Himedia®, citrato - Himedia®, ureia - Himedia®,
glicose - Himedia®, lactose - Himedia® e sacarose - Himedia®).

Em seguida, as amostras foram estocadas em agar nutriente - Himedia® e

mantidas por tempo indeterminado a 8° C até posteriores analises.

1.2.5 Forma de preparo das amostras
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Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de termo extragcdo proposto
por Andrade et al. (2009). Onde o crescimento bacteriano obtido do agar BHI foi
transferido com auxilio de suabe para microtubos com 1000 pL de agua destilada
ultrapura - Sigma® e submetidas a 100 °C por 10 min em banho seco, e

centrifugadas a 12.000 G por 10 minutos, recuperando o sobrenadante.

1.2.6 Diagndstico molecular de Escherichia coli

Para confirmacdo genética das amostras identificadas como E. coli nas
provas bioquimicas, foi utilizado o primer para o gene uidA por meio da PCR de
acordo com Mcdaniels et al. (1996), como controle positivo foi utilizada a amostra de
referéncia ATCC 25922.

Para o gene eae foi utilizada como controle positivo a amostra de referéncia
E. coli 2348/69 de acordo com Costa et al. (2010), e para o gene rfb O157:H7 a E.
coli EDL/EHEC 933 de acordo com Panton e Panton (1998).

Para os 3 genes pesquisados, foram preparados mix’s individuais contendo:
5X solucéo tampéao (Buffer IVB PHneutria®); dNTPs (10 mM); primer F (20 pMol/uL);
primer R (20 pMol/uL), os oligonucleotideos utilizados estdo descritos no quadro 2;
Taq polimerase DNA (1 UNID); DNA teste (50 nM a 200 nM).

As sequéncias dos iniciadores e seus produtos de amplificacdo estéo

descritos no quadro 2.

Quadro 2. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho e o tamanho dos amplicons e temperatura de
anelamento para identificacdo do gene uidA, eae. Fonte: elaborado pelo autor.

Iniciador Sequéncia (5’-3’) Produtos (pb) T° anelamento
uidA 5-CCAAAAGCCAGACAGAGT-3 623 58°
5-GCACAGCACATCCCCAAAGAG- 3
eae-12/eae- 5-AAACAGGTGAAACTGTTGCC -3 454 50°

5-CTCTGCAGATTAACCTCTGC - 3
5-TTGCCTATGTACAGCTAATCC-3

rfb 5-CGGACATCCATGTGATATGG-3 259 65°
0157:H7 S-TTGCCTATGTACAGCTAATCC-3

1.2.7 Antibiograma
Para os testes de susceptibilidade a antibidticos as amostras estocadas em
agar nutriente foram repicadas em agar MacConkey/BHI - Merck® e incubadas a

37°C por 24h para o devido crescimento e obtencdo de col6nias isoladas. Apés este
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procedimento 1 a 3 colbnias foram transferidas para 2mL de caldo Mueller Hinton -
Kasvi®. A cultura em caldo foi incubada em estufa a 37°C até alcancar o grau de
turbidez de uma solucdo padrdo de McFarland a 0,5 (aproximadamente 10%
microrganismos/mL). Esse processo foi realizado para cada amostra de E. coli
pesquisada. A realizagdo do antibiograma e sua interpretacdo seguiu a metodologia
proposta por CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) por meio da
técnica Kirby Bauer. Para controle de qualidade e confiabilidade dos resultados
obtidos, foi utilizada a cepa de referéncia E. coli ATCC 25922.

Posterior a incubagdo, cada uma das culturas em caldo foi inoculada
individualmente em placa de Petri (150x20 mm) contendo o meio agar Mueller
Hinton - Kasvi®. O procedimento consiste em mergulhar um suabe de algodéo
estéril na suspenséo, em até 15 min apoés atingir o grau de turbidez. Foi eliminado o
excesso de inoculo no suabe e distribuido o restante em toda a superficie da placa.

Os resultados foram obtidos pela mensuracdo do diametro dos halos de
inibicdo formado (incluindo o diametro do disco) em milimetro, com auxilio de um
paquimetro. As amostras foram classificadas em sensiveis, intermediarias ou
resistentes aos antibidticos testados, de acordo com a tabela proposta pelo
fabricante (Sensifar, Cefar®, anexo 1), para efeito de resultados, consideraram-se
apenas as categorias sensiveis e resistentes, nesta Ultima, contabilizaram-se os
resultados de intermediarios e resistentes.

Utilizou-se os antibidticos preconizados em casos de toxi-infeccdo alimentar e
suas respectivas concentracdes de acordo com o Manual Integrado de Vigilancia,
Prevencao e Controle de Doengas Transmitidas por Alimentos/ Ministério da Saude
(BRASIL, 2010): Meropenem - 10ug, Sulfonamida - 300ug, Enrofloxacina - 5ug,
Doxiciclina - 30ug, Ciprofloxacina - 5ug, Cefepima - 30upg, Trimethoprim +
Sulfametoxazol (Sulfazotrim) - 1,25/23,75ug, Gentamicina - 10ug, Florfenicol - 30ug,
Cloranfenicol - 30ug, Amoxicilina + Acido Clavulanico - 20/10ug.

Ao término da inoculag&o dos discos, as placas foram invertidas e incubadas

em uma estufa a 37°C até a leitura em 24 horas com auxilio de paqguimetro.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 323 bovinos analisados nesse trabalho, foram isoladas 259 (80,2%)

amostras de E. coli de fezes e riumen. Quando subdividas, os valores por amostra
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clinica respectivamente foram: 186 (57,6%) isoladas de fezes e 73 (22,60%) do
conteddo ruminal.

Quanto as frequéncias de isolados de E. coli municipio, Araguaina foi o
Municipio com maior numero de animais coletados e consequente maior frequéncia

de E. coli 66 (25,48%), isto provavelmente devido a proximidade da unidade
frigorifica, seguido por Babaculandia 25 (9,65%) e Filadélfia 24 (9,26%) (figura 2).

Figura 2. Distribui¢cdo geogréfica e frequéncia de E. coli i isoladas de fezes e rimen de bovinos
abatidos sob Inspecéo Estadual em Araguaina -To entre abril e agosto de 2016. Fonte: Epi info® 7.0.
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Um maior numero de cepas de E. coli isoladas das fezes quando comparada
com o conteudo ruminal ja era esperado, uma vez que estudos demonstram que o
intestino delgado e grosso ainda sé@o o local de maior persisténcia e proliferacao
deste patdogeno (DURAND e MERRICK, 2006). Apesar de Armstrong, Hollingsworth
e Morris (1996) afirmarem que havia indicios do rimen ser local de predilecao para
E. coli.

O mecanismo pelo qual a E. coli consegue resistir ao desafio do ambiente
ruminal ainda ndo esta completamente elucidado (GRAUKE et al., 2003). Alguns
estudos tém demonstrado que o rumen € um compartimento relevante para
estratégias de intervencdo para limitar a sobrevivéncia de E. coli patogénica
(CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2010).
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Sabe-se que a expressdo do gene SdiA, que possui a funcéo de detectar N-
Acyl homoserine lactones (AHLs ou N-AHLs), uma classe de moleculas de
sinalizacdo que permite comunicacao entre bactérias, ativa a expressdo dos genes
de resisténcia ao acido ruminal (SHENG et al. ,2013).

A acidose ruminal sub-aguda (SARA) também pode contribuir para um
aumento na proliferacdo deste patdgeno, isto devido a produgcdo de uma resposta
inflamatoria, que desencadeia um aumento na colonizacdo de E. coli patogénicas e
assim conseguem permanecer mesmo em pH baixo (KHAFIPOUR et al., 2011).

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade das 259 amostra de acordo com o
ponto de corte adotado de 75% de eficacia, os antibioticos que apresentaram
resisténcia foram: sulfonamida 188 (72,59%), gentamicina 96 (37,07%), florfenicol 99
(38,22%), enrofloxacina 65 (25,10%), amx+ acido clavulanico 86 (33,20%), e
cefepime 71 (27,41%). Enquanto os antibidticos que inibiram o crescimento
bacteriano foram: sulfazotrim 236 (91,12%), cloranfenicol 196 (75,68%),
ciprofloxacina 179 (69,11%), doxiciclina 203 (78,38%), e meropenem 209 (80,69%),
(Tabela 1).

Chamando atencgéo para resisténcia & gentamicina e ao cefepime. Obaidat et
al. (2018) reportaram a gentamicina como escolha para tratamento de mastite em
42,4% dos casos e ceftiofour (cefalosporina de 3° geracao) para metrite em 75% dos
casos.

Por exemplo, em 2017 Hille et al., alertaram para a resisténcia de E. coli em
bovinos para cefalosporina de terceira geracdo. Aqui encontramos resisténcia a
cefalosporina de quarta geracgéo, o que torna os resultados encontrados alarmantes.

Possivelmente devido ao cefepime ter sido a escolha clinica para tratamento
por ser considerada estavel a hidréolise de E. coli produtoras de AmpC -
Lactamases que ndo abrigam enzimas (- Lactamases de espectro estendido
(ESBLS) ou carbapenemases que sdo capazes de hidrolisar tal farmaco (DONA et
al., 2019).

Dos antibidticos que aqui apresentaram resisténcia, a gentamicina,
enrofloxacina e amx + acido clavulanico e cefepime estdo na lista da OMS como
criticamente importantes, e o florfenicol e sulfonamida na lista de antibiéticos
altamente importantes. Sendo estes de suma importancia para medicina humana
(WHO, 2019).

Quando subdivididos em materiais biolégicos, os isolados de fezes
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apresentaram perfil de multirresisténcia a 5 antibioticos: sulfonamida 132 (70,96%),
gentamicina 64 (34,40%), florfenicol 61 (32,79%), ciprofloxacina 170 (91,39%)
amoxicilina + ac. Clavulanico 55 (29,56%), e sensibilidade a 6 antibibticos:
sulfazotrim 171 (91,93%), cloranfenicol 150 (80,64%), enrofloxacina 143 (76,88%),
cefepime 146 (78,49%), doxiciclina 166 (89,24%) e meropenem 153 (82,25%)
(tabela 1).

Para os isolados de conteudo ruminal, houve multirresisténcia a 8 antibioticos:
sulfonamida 56 (76,71%), gentamicina 32 (43,83%), florfenicol 38 (52,05%),
cloranfenicol 27 (36,98%), enrofloxacina 22 (30,13%), amoxicilina + ac. Clavulanico
31 (42,46%), cefepime 29 (39,72%) e doxiciclina 23 (31,50%), e sensibilidade a 3
antibioticos: sulfazotrim 65 (89,04%), ciprofloxacina 64 (87,67%) e meropenem 60
(82,19%) (tabela 1).

E quando comparados os diferentes materiais biolégicos, a diferenca no perfil
de resisténcia para isolados de fezes foi frente a ciprofloxacina 170 (91,39%), e para
os do contetdo ruminal ao ao cloranfenicol 25(34,24%), enrofloxacina 22(30,13%),
cefepime 27(36,98%), e doxiciclina 24(32,87%) (tabela 1).
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de E. coli isoladas de fezes e
contetdo ruminal de bovinos abatidos sob Inspecao Estadual em Araguaina- To no
periodo de abril a agosto de 2016.

FEZES CONTEUDO RUMINAL TOTAL
CLASSE/ N N N N N N
ANTIBIOTICO RES SEN RES SEN RES SENS
**n/% **n/% **n/% **n/% **n/% **Nn/%
Sulfonamidas
SULF 132(70,96%) 54(29,03%) 56(76,71%) 17(23,28%) 188(72,59%) 71(27,41%)
SZT 15(8,06%) 171(91,93%) 8(10,95%) 65(89,04%) 23(8,88%) 236(91,12%)
Aminoglicosideo
GENT 64(34,40%) 122(65,59%)  32(43,83%) 41(56,16%) 96(37,07%) 163(62,93%)
Anfenicéis
FLOR 61(32,79%) 125(67,20%) 38(52,05%) 35(47,94%) 99(38,22%) 160(61,78%)
CLOR 36(19,35%) 150(80,64%) 27(36,98%) 46(63,01%) 63(24,32%) 196(75,68%)
Quinolonas
ENRO 43(23,11%) 143(76,88%) 22(30,13%) 51(69,86%) 65(25,10%) 194(74,90%)
CIPRO 170(91,39%) 16(8,60%) 9(12,36%) 64(87,67%) 179(69,11%) 80(30,88%)
B- Lactamico
(Penicilina)
AMX + A.C 55(29,56%) 131(70,43%)  31(42,46%) 42(57,53%) 86(33,20%) 173(66,80%)
B- Lactamico
(cefalosporina)
CEFEP 40(21,80%) 146(78,49%) 29(39,72%) 44(60,27%) 71(27,41%) 188(72,59%)
Tetraciclina
DOX 20(10,75%) 166(89,24%) 23(31,50%) 50(68,49%) 56(21,62%) 203(78,38%)
B- Lactamico
(carbapenémico)
MERO 33(17,74%) 153(82,25%) 13(17,80%) 60(82,19%) 50(19,31% 209(80,69%)

SULF= sulfonamidas; SZT= sulfazotrim; GENT= gentamicina; FLOR= florfenicol; CLOR=cloranfenicol; ENRO= enrofloxacina;
CIPRO= ciprofloxacina; AMX= amoxicilina+ acido clavulanico; CEFEP= cefepima; DOX= doxiciclina; MERO= meropenem.
*RES= resistente; *SENS= sensivel. **n/%= nimero total de cepas e suas respectivas percentagens.

Os altos indices de resisténcia encontrados em isolados de contetdo ruminal
neste trabalho, superam os obtidos por Salem et al. (2018), onde 0os mesmos
relataram susceptibilidade frente a diversos farmacos, incluindo cefalosporinas de
terceira geracao, ciprofloxacina, amoxicilina e gentamicina. E diferentemente dos
resultados obtidos neste trabalho, os autores afirmam ainda que E. coli isoladas do
contetdo ruminal tendem a ser sensiveis a diversos antibioticos.

Chama atencdo a multirresisténcia dos isolados d contetdo ruminal & 8
antibioticos (sulfonamina, gentamicina, florfenicol, cloranfenicol, enrofloxacina,

amoxicilina + ac. Clavulanico, cefepime e doxicilcina, que pode ser explicado pelo
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rapido desenvolvimento de tolerancia acida por E. coli no ambiente ruminal que pode
alterar também os padrdes de susceptibilidade a antibidticos em decorréncia da
rapida aquisicao e transferéncia de genes de resisténcia (IWERIEBOR et al., 2015).

Em isolados de fezes, chama a atencdo a resisténcia ao antibidtico
meronepen, uma vez que resisténcia a essa classe em bovinos é considerada rara,
e que o desenvolvimento e disseminacdo de resisténcia desse antibidtico em
bovinos tem graves implicacdes para as opcdes de tratamento em humanos (WEBB
et al., 2016).

O que pode justificar a resisténcia em E. coli para tal antibiético pode ser a
transferéncia horizontal de gene de resisténcia, uma vez que ha relatos da presenca
desses genes no filo Actinobacteria, natural da flora ruminal em bovinos (POIREL et
al., 2012; EFSA, 2013).

Vale ressaltar que a resisténcia de Enterobacteriaceae ao meropenem consta
na lista de prioridade de péatogenos criticos definidos pela OMS, tendo em vista a
importancia clinica para humanos no tratamento de infec¢cbes graves que néao
respondem as demais classes de antibiéticos (TACCONELLI et al., 2018).

Conforme a tabela 1, a sulfonamida, a gentamicina, o florfenicol, e amx+ &acido
clavulanico foram os antibiéticos que apresentaram comum resisténcia nos isolados
dos materiais biolégicos analisados.

A sulfonamida foi um dos primeiros antibiéticos utilizados em larga escala no
tratamento de infeccbes em humanos e animais de producdo (AJEET, MISHRA e
KUMAR ,2015).

Essa alta taxa (72,59%) obtida pode estar atrelada ao fato do uso continuo
durante décadas, e seu baixo custo para uso em animais (SKOLD, 2001). Além da
facilidade de administrac&o por ser via oral e por ndo ser de amplo espectro, ou seja,
n&o causa alteragéo na microbiota ruminal (GORNIAK e BERNADINI, 2002).

Em relacdo a gentamicina (37,07%), era esperado uma menor taxa de
resisténcia em detrimento do alto custo. Alguns trabalhos obtiveram taxa de
resisténcia em isolados de bovinos inferiores a 1% (SCHROEDER et al., 2002; GOW
et al. ,2008).

A resisténcia ao florfenicol por sua vez (38,22%), pode ser justificada por ser
uma escolha comum utilizado no tratamento de doencas respiratérias em bovinos, e
a resisténcia antimicrobiana vem aumentando significativamente (DAVIS et al., 2015;
SNYDER et al., 2016). Nespolo et al. (2014) ao analisarem 52 isolados de bovinos
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destinados ao abate obtiveram uma taxa de resisténcia a essa classe de apenas
1,92%. Diferente do observado em nosso estudo, possivelmente devido a
caracteristicas regionais relacionadas ao uso desse antibidtico. No entanto, a
elevada frequéncia de resisténcia aqui encontrada alerta para a necessidade de um
uso racional do mesmo, tendo em vista que esse antibidtico é a alternativa de
substituicdo para bovinos apos a proibi¢cdo do uso do cloranfenicol.

Os resultados para amoxicilina + acido clavulanico (33,20%) por sua vez
estdo de acordo com a literatura (BRENNAN et al., 2016).

Desde a sua introducdo no mercado na década de 80, a amoxicilina tem sido
amplamente utilizada em bovinos, com e sem a combinagéo de &cido clavulanico. O
gue tem contribuido para o aumento de resisténcia desse antibidtico em bovinos é a
forma de uso massivo, ou seja, a administracdo do mesmo junto a alimentacao ou
até mesmo a gua para todos 0s animais com a premissa de prevenir a propagacao
de doencas infecciosas no rebanho de forma rapida e eficaz (BELMAR-LIBERATO
etal., 2011).

Além disso, é popularmente utilizado por produtores na forma intra-mamaria
no tratamento e prevencao de mastite em vacas (LIU et al., 2016).

Sendo que esse antibidtico faz parte da Lista Brasileira de Medicamentos
essenciais, e amplamente prescrito para o tratamento de otite média e sinusite, e
também indicado para o tratamento de infeccbes amigdalas, garganta, laringe,
faringe, brénquios, pulmdes e infeccbes da pele. Especialmente em criancas (DE
MARCO et al., 2017).

No tocante a distribuicdo de E. coli, houveram propriedades com isolados
apresentando multirresistencia. Uma cepa isolada de um animal oriundo de uma
propriedade localizada no municipio de Piraqué apresentou multirresisténcia a 7
antibioticos (gentamicina, florfenicol, cloranfenicol, enrofloxacina, amoxicilina+acido
clavulanico, cefepime e meropenem). Outra amostra de um animal provindo do
municipio de Babaculandia apresentou resisténcia a 2 antibiéticos (ciprofloxacina e
sulfonamida), e uma outra propriedade localizada em Filadélfia a sulfazotrim e
doxiciclina (Figura 3).

As demais propriedades se destacaram pelo maior numero de cepas
resistentes aos antibiéticos enrofloxacina e ciprofloxacina (Dados néo

demonstrados).
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Figura 3. Distribuicdo geografica de isolados de E. coli positivos para o gene eae segundo o nimero
de isolados resistentes. Fonte: Epi info® 7.0
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Quanto a pesquisa de gene rfb O157:H7, ndo houveram amostras positivas
para 0 mesmo. E quanto ao gene eae os 7 isolados ficaram distribuidos nos
municipios de Araguaina com 3 isolados, e Piraqué, Carmolandia, Santa Fé e
Filadélfia com 1 isolado cada (figura 3).

Ao analisarmos o perfil de susceptibilidade das 7 isolados de E. coli positivos
para 0 gene eae, houve resisténcia a sulfonamida 7 (100%), gentamicina 3
(42,85%), cloranfenicol 2 (28,57%), enrofloxacina 3 (42,85%), amx+ acido
clavulanico 3 (42,85%) e meropenem 2 (28,57%); houve sensibilidade frente a
sulfazotrim 7 (100%), florfenicol 6 (87,71%), ciprofloxacina 6 (87,71%), cefepime 6
(87,71%) e doxiciclina 6 (87,71%), (Tabela 2).

Quando subdivididos em materiais biolégicos, os isolados de fezes
apresentaram resisténcia a 8 antibidticos: sulfonamida 4 (100%), gentamicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, cefepime com 1 (25%) cada, e enrofloxacina e
meropenem com 2 (50%) cada; e foram sensiveis a sulfazotrim e doxiciclina com 4
(100%) cada (tabela 2).

Quanto aos isolados do conteudo ruminal, houve multirresisténcia a 7
antibioticos: sulfonamida 3 (100%), gentamicina 2 (66,66%) e florfenicol,
cloranfenicol, enrofloxacina e doxiciclina com 1 (33,33%) cada; e foram sensiveis a
sulfazotrim, ciprofloxacina e meropenem com 3 (100%) cada (tabela 2).

E quando comparados os diferentes materiais biologicos, a diferenca no perfil
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de resisténcia para isolados de fezes foi frente a ciprofloxacina e cefepime, ambos
com 1(25%), e meropenem 2(50%), e para isolados de conteddo ruminal ao
florfenicol e doxiciclina, ambos com 1(33,33%) (tabela 2).

E embora o conteddo ruminal ainda ndo seja utilizado com frequéncia para o
monitoramento de multirresisténcia, os isolados de contetdo ruminal nesse trabalho
positivos para gene eae apresentaram multiresisténcia a 7 antibidticos dos 11
testados, o que torna esse resultado um alerta para um continuo monitoramento
desse material clinico em bovinos destinados ao abate e intensificacdo de medidas

preventivas durante o processamento da carcaca em frigorificos.

Tabela 2. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de E. coli positivos para o gene eae
de fezes e contetdo ruminal de bovinos abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina- To no

periodo de abril a agosto de 2016.

FEZES RUMEN TOTAL
CLASSE/ . * * * * *
ANTIBIOTICO RES SEN RES SEN RES SENS
**Nn/% **n/% **n/% **n/% **n/% **n/%
Sulfonamidas
SULF 4(100%) 0 3(100%) 0 7(100%) 0
SZT 0 4(100%) 0 3(100%) 0 7(100%)
Aminoglicosideo
GENT 1(25%) 3(75%) 2(66,66%) 1(33,33%) 3(42,85%) 4(52,14%)
Anfenicois
FLOR 0 4(100%) 1(33,33%) 2(66,66%) 1(14,28%) 6(87,71%)
CLOR 1(25%) 3(75%) 1(33,33%) 2(66,66%) 2(28,57%) 5(71,42%)
Quinolonas
ENRO 2(50%) 2(50%) 1(33,33%) 2(66,66%) 3(42,85%) 4(52,14%)
CIPRO 1(25%) 3(75%) 0 3(100%) 1(14,28%) 6(87,71%)
B- Lactamico
(Penicilina)
AMX 2(50%) 2(50%) 1(33,33%) 2(66,66%) 3(42,85%) 4(52,14%)
B- Lactamico
(cefalosporina)
CEFEP 1(25%) 3(75%) 0 3(100%) 1(14,28%) 6(87,71%)
Tetraciclina
DOX 0 4(100%) 1(33,33%) 2(66,66%) 1(14,28%) 6(87,71%)

B- Lactédmico
(carbapenémico)

MERO 2(50%) 2(50%) 0 3(100%)  2(28,57%)  5(71,42%)

SULF= sulfonamidas; SZT= sulfazotrim; GENT= gentamicina; FLOR= florfenicol; CLOR=cloranfenicol; ENRO= enrofloxacina;
CIPRO= ciprofloxacina; AMX= amoxicilina+ &cido clavulanico; CEFEP= cefepima; DOX= doxiciclina; MERO= meropenem.
*RES= resistente; *SENS= sensivel. **n/%= nimero total de cepas e suas respectivas percentagens.
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A disperséo do perfil de multirresisténcia de isolados positivos para gene eae
esta disposto no gréfico 1. Onde um isolado de fezes oriundo de Santa Fé e outro
isolado de conteudo ruminal de bovino de Araguaina se destacaram por apresentar

multirresisténcia a 7 antibioticos (Grafico 1).

8

Fezes

3 Rdmen

NUmero de antibidticos
D

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Numero de amostras

Gréfico 1. Perfil de multirresisténcia de isolados positivos para gene eae. de fezes e conteldo
ruminal de bovinos abatidos sob Inspecéo Estadual em Araguaina- To no periodo de abril a
agosto de 2016.

O resultado positivo para o gene eae 2,70% (7/259) esta acima do obtido por
Vu-khac e Cornick (2008), que ao avaliarem 568 animais, ndo detectaram a
presenca de tal gene em nenhum isolado de bovino. Ju et al. (2012) ao avaliarem
480 amostras carne bovina em Washington também néo detectaram a presenca do
gene em questao.

Em contrapartida, o nosso resultado foi menor do que o encontrado por
Bolton, Ennis e McDowel (2014), que ao avaliarem 480 amostras fecais de bovinos
no norte da Irlanda, obtiveram 5,8% de isolados positivos para eae. Os autores
enfatizam ainda que os bovinos sdo uma potencial fonte de aEPEC (EPEC atipica),
e que dados epidemiolégicos acerca dessa categoria em bovinos ainda sao
limitados.

O perfil de resisténcia aqui encontrado supera os dos autores supracitados,
onde 0s mesmos relataram resisténcia apenas para kanamicina, estreptomicina,
acido nadixilico e sulfonamidas.

Khider e Buyukcangaz (2018) analisaram 111 amostras fecais de bovinos
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detectaram a presenca do gene eae em apenas uma amostra 1 (0,9%). Os mesmos
autores relatam que essa Unica amostra positiva para tal gene foi resistente a
enrofloxacina, sulfazotrim, amx+ acido clavulanico. Multirresisténcia que também

registramos neste estudo, com acréscimo dos antibidticos tetraciclina e ampicilina.

1.4 CONCLUSAO

As taxas de resisténcia encontradas neste trabalho colocam em alerta o uso
de antibidticos na producdo de bovinos principalmente em 12 Municipios
(Babaculandia, Piraqué, Aragominas, Arapoema, Carmolandia, Filadélfia, Santa Fé,
Araguaina, Bandeirantes, Muricilandia, Araguand e Wanderlandia) dos 13 avaliados.
Ha necessidade de uma normatizacdo para garantir uma utilizacdo mais racional dos
antibioticos na linha veterinaria, uma vez que sdo utilizados varios grupos de
antibiéticos de importancia para saude humana.

A sulfonamida foi o antibiético com maior frequéncia de resisténcia em ambos
materiais bioldégicos e em todos os 13 Municipios apresentaram frequéncia de
resisténcia superior a 25%, e embora os isolados do contetudo ruminal tenha sido em
menor numero, este material clinico apresentou um maior perfil de multirresisténcia
guando comparado com os isolados de fezes.

A frequéncia de amostras positivas para o gene eae foi superior a observada
em outras localidades no Brasil e proxima a encontrada em paises do continente
Europeu, sendo este o primeiro registro do gene eae em E. coli de bovinos isoladas
no Tocantins. O perfil de multirresisténcia delas também foi maior (6 antibiéticos).
Houve diferenca no perfil de susceptibilidade entre os materiais biélogicos. Onde os
isolados de fezes apresentaram um maior perfil de multirresisténcia (8) quando
comparados com os de contetdo ruminal (7).

N&ao foi possivel detectar a presenca do gene rfb O157:H7 nos isolados de E.
coli nesse trabalho.

Estudos como esse sdo de extrema importadncia para o0 monitoramento
farmaco-epidemiolégico regional. Outros genes devem ser pesquisados para

elucidar quais os mais frequentes em amostras clinicas semelhantes a este trabalho.
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Capitulo 3. Distribuicdo microrregional e susceptibilidade antimicrobiana de
Escherichia coli O157:H7 e EPEC isoladas de bovinos no municipio de
Araguaina-TO.

RESUMO

Os bovinos sdo sabidamente considerados reservatorios de E. coli O157:H7, no
entanto, pouco se sabe a respeito da Escherichia coli (E. coli) enteropatogéncia
nessa espécie animal. O rapido e crescente aparecimento de multirresisténcia para
essa espeécie de bactéria, € um grave problema de salde publica global. Desta
forma foram realizados testes de aglutinacdo direta frente aos anti-soros
disponibilizados no comércio de 259 isolados de E. coli de origem fecal e contetudo
ruminal de bovinos destinados ao abate na microrregido de Araguaina-TO. Foi
realizado o teste de aglutinagéo direta frente aos anti-soros O157:H7, EPEC (A, B e
C) e EIEC (A e B). As amostras positivas e negativas frente aos anti-soros foram
submetidas ao teste de susceptibilidade antimicrobiana por disco- difusdo. Em
relacdo a sorologia,149 das mostras foram positivas frente aos anti-soros O157:H7 e
EPEC. Das quais, 22 das amostras foram positivas para o anti-soro O157:H7 e 127
positivas para o anti-soro EPEC (A, B e C), no qual o sorogrupo B foi o que
apresentou maior numero de positivos 86, e 110 amostras foram negativas frente ao
teste de sorologia. Os isolados positivos frente ao anti-soro O157:H7 apresentaram
multirresisténcia a 9 antibitticos, sendo eles: sulfonamida 18, gentamicina 14,
florfenicol 10, cloranfenicol 8, enrofloxacina 11, amx + acido clavulanico 12, cefepime
8, doxiciclina 12 e meropenem 6. Quando analisados os isolados positivos frente ao
soro anti EPEC, todos os sorogrupos (A, B e C) em ambos materiais biolégicos
apresentaram resisténcia a sulfonamida 41 e gentamicina 78. As amostras negativas
frente aos anti-soros testados também apresentaram perfil de multirresisténcia a
sulfonamida 84, gentamicina 33, florfenicol 45, amx+ &cido clavulanico 74 e
cefepime 32. Os resultados obtidos através da técnica de aglutinacdo direta
utilizada, sugerem bovinos como potencial reservatorio da categoria EPEC. O perfil
de multirresisténcia para os isolados é um alerta para a necessidade do uso racional
de antibiéticos na producdo de bovinos destinados ao consumo humano no
municipio de Araguaina- TO.

Palavras-chave: bactérias patogénicas, sorologia, resisténcia, ruminantes
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Capther 3. Microregional distribution and antimicrobial susceptibility of
Escherichia coli O157: H7 and EPEC isolated from cattle in the municipality of
Araguaina-TO.

ABSTRACT

Cattle are known to be the reservoirs of O157: H7; however, they may be an
enteropathogenic E. coli animal in this animal species. The rapid and growing
appearance of multidrug resistance for this type of bacteria is a serious global public
health problem. Thus, over the years of study, a set of fecal and direct deformation
tests for cattle, with the objective of correcting the infection by Araguaina-TO
microorganisms. O157: H7, EPEC (A, B and C) and EIEC (A and B). Positive and
negative samples against antisera were submitted to antimicrobial susceptibility test
by disk diffusion. Regarding serology, 149 of the samples were positive for 0157: H7
and EPEC antisera. Which, 22 were positive for O157: H7 antiserum and 127
positive for EPEC antiserum (A, B and C), in which serogroup B is more than positive
86, and 110 were negative compared to serology test. Those positive for O157: H7
multiresistant antisera to 9 antibiotics, namely: sulfonamide 18, gentamicin 14,
florfenicol 10, chloramphenicol 8, enrofloxacin 11, amx + clavulanic acid 12, cefepime
8, doxycycline 12 and meropenem 6. When What is a positive factor for anti-epileptic
serum, all serogroups (A, B, and C) are different from antisera, gentamicin 33,
florfenicol 45, amx + clavulanic acid 74 and cefepime 32. The results obtained
through the direct agglutination technique used are considered as potential reservoirs
of the EPEC category. The multiresistance profile in cattle production at the same
time is necessary for the rational use of antibiotics.

Key words: pathogenic bactéria, resistance, ruminants, serology,
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria Gram-negativa oxidase negativa
pertencente a familia Enterobacteriaceae, com capacidade de crescimento tanto
aerobicamente quanto anaerobicamente (CROXEN et al., 2013).

Sua membrana é composta por lipossacarideos (LPS), oligossacarideos e um
polissacarideo Unico, denominado de antigeno O, que refletem diretamente na
viruléncia e interacdo patégeno-hospedeiro (SARKAR et al., 2014).

A carne bovina quando contaminada, € considerada uma das principais
formas de disseminacado de E. coli e consequente transmissdo aos consumidores da
carne bovina embora medidas sanitarias em frigorificos tenham a finalidade de
reduzir a contaminacao por E. coli, ainda sim essa bactéria representa risco a saude
do consumidor (ATNAFIE et al., 2017).

A principal forma de contaminagcdo de carcacas bovinas por E. coli se da
através das fezes (quando h& rupturas indesejadas no trato gastrointestinal das
carcacas durante o abate), sendo este um potencial meio de disseminacao desse
patégeno (RUSSEL; DIEZ- GONZALEZ; JAVIS, 2000; NESPOLO et al., 2014).

A identificacdo de E. coli patogénicas isoladas em industrias frigorificas é
frequentemente realizada pelo teste de aglutinacdo direta, uma pratica comum
desde a década de 70 (ANDERSON; BAIRD-PARKER, 1975). No entanto, em
meados de 2001, surgiram as primeiras recomendacfes acerca da confiabilidade
desse tipo de teste para confirmacdo de categorias patogénicas dessa espécie
bacteriana (CHART; JENKINS, 2001).

A técnica de aglutinacao direta consiste em utilizar anticorpos para testar
antigenos de superficie: O (somaticos), H (flagelares) e K (capsulares). Sendo que
ha aproximadamente 186 grupos O diferentes e 53 H, o que torna a sorotipagem por
essa técnica bastante complexa, tendo em vista a heterogenicidade genética dessa
espécie (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2015).

Os laboratérios de referéncia levam semanas para concluir a sorotipagem de
E. coli, realizando uso de multiplos grupos de soros policlonais para antigenos O e
H, e com testes com anti-soros individuais. Porém, existem pequenas variagdes na
especificidade dos lotes ou reatividade cruzada, que podem afetar na
reprodutibilidade, limitando dessa forma tal técnica (FENG e REDDY, 2014).

No entanto, em laboratérios de microbiologia de rotina, os isolados

caracterizados como E. coli sdo tradicionalmente rastreados por ensaio de



74

aglutinagéo direta usando 0s soros contra 0s principais sorogrupos. Isto porque esse
é ainda considerado um método pratico e facil de se executar, onde a principal
vantagem € a disponibilidade comercial dos soros (GOMES et al., 2016).

Desta forma, a ndo eficicia e rapidez dos métodos para identificacdo de E.
coli patogénicas que auxiliem na resposta a surtos alimentares envolvendo carne
bovina, sdo considerados pontos criticos para a saude publica (PATEL et al., 2016).

Outro ponto importante a ser abordado € a disseminacdo de resisténcia
bacteriana de E. coli tendo a carne bovina como veiculo. Atualmente, sabe-se que
aproximadamente 80% do consumo de antibiéticos mundialmente € utilizado na
linha veterinaria, com principal enfoque para bovinos. Sendo o monitoramento da
resisténcia um importante passo para o desenvolvimento de estratégias para
erradicar tal problema (OMS,2017).

Tendo em vista a relevancia do tema, o objetivo do presente estudo foi a
identificacdo de E. coli isoladas de fezes e contetdo ruminal de bovinos abatidos
sob Inspecdo Estadual na microrregido de Araguaina-TO, através da técnica de
sorologia com anti-soros disponibilizados no mercado, assim como o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana frente aos principais farmacos utilizados atualmente

no tratamento de toxiinfecgdes alimentares.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Declaracao de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Tocantins, com numero de protocolo n°
23101.003806/2016-92.

1.2.2 Delineamento estatistico

O tamanho da amostra foi definido considerando-se o ndmero médio de
animais abatidos na unidade frigorifica por ano (2000 animais), uma prevaléncia
esperada de 50% e erro de 5%. O calculo foi realizado utilizando o programa Epi info
® verséo 7.0 disponibilizado pelo CDC.

O valor da amostra minima calculada foi de 323 animais. E a coleta das
mesmas foram realizadas de forma a contemplar os 13 municipios, sendo eles:

Araguaina, Babaculandia, Filadélfia, Wanderlandia, Bandeirantes, Carmolandia,



75

Piragqué, Santa Fé, Muricilandia, Aragominas, Arapoema, Pau D’arco e Araguana)
que compde a microrregido de Araguaina-To (Figura 1).

As respostas gqualitativas foram analisadas pelo teste ndo paramétricos de
qui-quadrado (X?) a 5%, com correcdo de Yates (SAMPAIO,2002). Utilizou-se o
programa estatistico Epi-info versdo, 7.0, as associagbes foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

Para analise de eficacia (sensibilidade) dos antibidticos baseou-se no critério
adotado por Salehi e Bonab (2006) e Adzitey, Saba e Grabriel (2016), para que um
antibiotico seja eficiente deve apresentar a frequéncia minima de sensibilidade a

partir do ponto de corte de 75%.

Figura 4. Mapa microrregido Araguaina e os respectivos Municipios coletados nesse estudo. Fonte:
Epi Info® 7.0.
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Figura 1. Mapa microrregiao Araguaina com os municipios em que foram realizadas as
coletas. Fonte: Guedes e Brito 2014.

1.2.3 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas de fémeas predominantemente aneloradas em
abatedouro-frigorifico localizado no municipio de Araguaina-TO (7°11°28” de latitude,
48°12’ 26” de longitude) registrado sob SIE (BRASIL, 2017d).
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Foram recolhidas amostras fecais através de suabe retal na linha de abate
apos as manobras de incisdo perianal para liberacdo desta extremidade do trato
digestivo e ocluséo do reto, utilizando suabe esteéril.

Para as por¢des do conteudo ruminal foram recolhidas aproximadamente 1 g
do conteudo ruminalde cada bovino imediatamente apds processo de evisceracao
durante o abate de acordo com Hungate (1966). Com o auxilio de um colaborador
com maos enluvadas, o rumen era seccionado em sua porcao inferior para
possibilitar a colheita do contetdo ruminal.

Ambos materiais biologicos foram acondicionados em tubos plésticos estéreis
com solucdo PBS (Tampéo Fosfato-salino pH 8) na concentracdo 1X e
armazenados sob refrigeracdo em caixa isotérmica.

As amostras entdo foram encaminhadas em caixas isotérmicas para 0
laboratorio de Higiene e Saude Publica da Escola de Medicina veterinéria e
Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins (UFT/EMVZ) em um prazo maximo

de duas horas do momento da coleta.

1.2.4 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli

ApGs transportadas para o laboratorio, 0,1 mL de cada amostra foi transferida
para tubos contendo 10 mL de caldo selenito cistina (CS) - Himedia®. A incubacao
dos tubos foi realizada a 37°C por 24h (OLIVEIRA et al., 2004).

A partir do crescimento em CS foram realizadas semeadura por técnica de
esgotamento superficial em placas com Agar Macconkey (MC) - Merck® e
incubadas a 37° C por 24h.

As colbnias que apresentavam caracteristicas tipicas de E. coli de acordo
com as recomendacfGes do fabricante foram semeadas em agar Triplice AcUcar
Ferro (TSI) - Himedia®, incubados a 37°C por 24h, verificando-se as reacdes tipicas
para E. coli. Culturas suspeitas foram submetidas as provas bioquimicas adicionais
(indol - Himedia®, vermelho de metila - Himedia®, citrato - Himedia®, ureia -
Himedia®, glicose - Himedia®, lactose - Himedia® e sacarose - Himedia®).

Em seguida, as amostras foram estocadas em agar nutriente Himedia® e

mantidas por tempo indeterminado a 8° C até posteriores analises.

1.2.5 Forma de preparo das amostras
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Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de termo extragcdo proposto
por Andrade et al. (2009). Onde o crescimento bacteriano obtido do agar Brain Heart
Infusion (BHI) foi transferido com auxilio de suabe para microtubos com 1000 pL de
agua destilada ultrapura - Sigma® e submetidas a 100 °C por 10 min em banho

seco, e centrifugadas a 12.000 G por 10 minutos, recuperando o sobrenadante.

1.2.6 Diagndstico molecular de Escherichia coli

Para confirmacdo genética das amostras identificadas como E. coli nas
provas bioquimicas, foi utilizado o primer para o gene uidA por meio da PCR de
acordo com Mcdaniels et al. (1996), como controle positivo foi utilizada a amostra de
referéncia ATCC 25922.
Para o gene pesquisado, foi preparado mix individual contendo: 5X solugéo tampao
(Buffer IVB - PHneutria®); dNTPs (10 mM); primer F (20 pMol/uL); primer R (20
pMol/uL), o oligonucleotideos utilizados estdo descritos no quadro 2; Taq polimerase
DNA (1 UNID); DNA teste (50 nM a 200 nM). O primer especifico utilizado para
deteccdo do gene uidA foi: ‘5-CCAAAAGCCAGACAGAGT-3 e  ‘5-
GCACAGCACATCCCCAAAGAG- 3. Com tamanho de pares de base de 623 e 58°

de temperatura de anelamento.

1.2.7 Sorologia

Os isolados foram submetidos ao teste de aglutinagcdo em lamina com anti-
soro polivalentes para sorogrupos E. coli enteropatogénica (EPEC) A (026, O55,
0111 e 0119), B (0114, 0125, 0142 e 0158) e C (086, 0126, 0127 e 0128), E.
coli enteroinvasora, A e B (EIEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC), segundo

instrucdes do fabricante - Probac®.

1.2.8 Antibiograma

Para os testes de susceptibilidade a antibidticos as amostras estocadas em
agar nutriente foram repicadas em agar MacConkey/BHI - Merck® e incubadas a
37°C por 24h para o devido crescimento e obtencdo de col6nias isoladas. Apés este
procedimento 1 a 3 colbnias foram transferidas para 2mL de caldo Mueller Hinton -
Kasvi®. A cultura em caldo foi incubada em estufa a 37°C até alcancar o grau de

turbidez de uma solugcdo padrdo de McFarland a 0,5 (aproximadamente 108
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microrganismos/mL). Esse processo foi realizado para cada amostra de E. coli
pesquisada. A realizagdo do antibiograma e sua interpretacdo seguiu a metodologia
proposta por CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) por meio da
técnica Kirby Bauer. Para controle de qualidade e confiabilidade dos resultados
obtidos, foi utilizada a cepa de referéncia E. coli ATCC 25922.

Posterior a incubagdo, cada uma das culturas em caldo foi inoculada
individualmente em placa de Petri (150x20 mm) contendo o meio agar Mueller
Hinton - Kasvi®. O procedimento consiste em mergulhar um suabe de algodéo
estéril na suspensdo, em até 15 min apos atingir o grau de turbidez esperado. Foi
eliminado o excesso de inoculo no suabe e distribuido o restante em toda a
superficie da placa.

Para o teste de susceptibilidade a antibidticos, os discos de teste foram
depositados na placa semeada e os resultados obtidos pela mensuragédo do
didmetro dos halos de inibicdo formado (incluindo o didametro do disco) em milimetro,
com auxilio de um paquimetro. As amostras foram classificadas em sensiveis,
intermediarias ou resistentes aos antibidticos testados, de acordo com a tabela
proposta pelo fabricante (Sensifar - Cefar®, anexo 1), para efeito de resultados,
consideraram-se apenas as categorias sensiveis e resistentes, nesta Ultima,
contabilizaram-se os resultados de intermediérios e resistentes.

Utilizou-se os antibidticos preconizados em casos de toxi-infeccdo alimentar e
suas respectivas concentracdes de acordo com o Manual Integrado de Vigilancia,
Prevencao e Controle de Doengas Transmitidas por Alimentos/ Ministério da Saude
(BRASIL, 2010): Meropenem - 10ug, Sulfonamida - 300ug, Enrofloxacina - 5ug,
Doxiciclina - 30ug, Ciprofloxacina - 5ug, Cefepima - 30upg, Trimethoprim +
Sulfametoxazol (Sulfazotrim) - 1,25/23,75ug, Gentamicina - 10ug, Florfenicol - 30ug,
Cloranfenicol - 30ug, Amoxicilina + Acido Clavulanico - 20/10ug.

Ao término da inoculagéo dos discos, as placas foram invertidas e incubadas

em uma estufa a 37°C até a leitura em 24 horas com auxilio de paqguimetro.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 259 isolados de E. coli, 127(49,03%) aglutinaram frente ao anti-soro
correspondente a categoria EPEC, 22(8,49%) a O157:H7 e 110 (42,47%) nao

aglutinaram frente aos soros testados incluindo o sorogrupo EIEC (tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia de E. coli isoladas de fezes e rimen de bovinos abatidos sob Inspecdo Estadual
em Araguaina -To no periodo de abril a agosto de 2016.

Amostra clinica

Sorogrupo Fezes Rumen Total (p=0,04)
EPEC 100(53,76%) 27(36,98%) 127(49,03%)
0157 15(8,06%) 7(9,58%) 22(8,49%)

Negativas* 71(64,55%) 39(53,42%) 110(42,47%)
Total 186(71,81%) 73(28,18%) 259(100%)

*Total de amostras negativas frente aos anti-soros 0157:H7 e EPEC A, B e C e EIEC por material biolégico.

Embora ndo seja comum uma maior taxa de EPEC para bovinos, ja existem
relatos que os mesmos podem ser disseminadores de tal categoria bacteriana para
consumidores humanos (WANG et al., 2017; UM et al., 2018).

Além disso, EPEC possui a capacidade de apresentar inimeros fatores de
viruléncia comuns e especificos de outras categorias patogénicas como a EHEC, tal
fendmeno é definido como interconverséo pode ser a justificativa para o aumento da
frequéncia epidemiologica das EPEC (SOUZA et al., 2016).

As taxas de isolados negativos ao teste sorolégico 110(42,47%) sdao
superiores aos encontrados por Seedy et al., (2016), onde em 75,6% de isolados,
obtiveram uma taxa de 9,4% de negativos.

O teste sorologico de aglutinacdo direta deve ser adotado como prova
adicional para confirmacdo de E. coli patogénica (WIJSMA et al., 2016), porém
cuidado deve ser adotado na execucdo desse tipo de teste, pois pode haver
potencial reatividade cruzada (WIJSMA et al., 2019).

Quando subdividimos a categoria EPEC (A, B e C), dos 127 isolados
positivos, 86 (67,71%) foram positivos para o sorogrupo B, 50 (39,37%) para o
sorogrupo C, e 10 (7,87%) para o sorogrupo A (tabela 2).

A mesma ordem de isolados por sorogrupo também ocorreu para ambos os
materiais biologicos. Para isolados de fezes 63 (63%) foram positivos para o
sorogrupo B, 29 (29%) para sorogrupo C, e 8 (8%) para sorogrupo A; para isolados
de contetdo ruminal foram obtidas as respectivas taxas: 14 (51,85%), 12 (44,44%),
e 1 (3,70%), (tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia de E. coli EPEC e seus respectivos sorogrupos A, B e C isoladas de fezes e
rimen de bovinos abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina -To no periodo de abril a agosto de
2016.

Amostra clinica

Sorogrupo Fezes Rumen Total (p=0,27)
EPEC A 8(8%) 1(3,70%) 10(7,87%)
EPECB 63(63%) 14(51,85%) 86(67,71%)
EPECC 29(29%) 12(44,44%) 50(39,37%)

Total 100(77,95%) 27(21,85%) 127(100%)

Uma maior prevaléncia do sorogrupo B representado pelos sorotipos 0114,
0125, 0142 e 0158 ¢é justificavel pelo fato de serem 0s mais comumente isolados
no Brasil (TORRES, 2017). Os resultados obtidos para fezes estdo acima do ja
relatado, Rios et al. (2019) também utilizaram teste soroldégico em laboratério de
referéncia e obtiveram uma taxa de 33,3% de positivos para EPEC em amostras
fecais de bovinos na Espanha.

Cabe ressaltar ainda que, no sorogrupo A, destaca-se a presenca do sorotipo
026 por ser o segundo mais importante em casos de doencas transmitidas por
alimentos em todo o mundo ficando atras apenas da O157:H7. E bovinos tem sido
alvo de estudos de prevaléncia desse sorotipo por sua importancia como potencial
disseminador (GONZALEZ- ESCALONA et al, 2016; LAJHAR; BROWNLIE;
BARLOW, 2017).

Ao analisarmos a distribuicdo espacial dos isolados positivos para O157:H7
(figura 2), Araguaina foi 0 municipio com maior nimero de positivos 6(27,27%)
seguido de Piraqué 4(18,18%).



81

Araguana
4(18,18%) f )
Piraqué b
Wanderlandia ( (
3(13,63%) / L
!
-
1(4,54%) o 2 <
Carmolandia {/L ) F
’ ot Fe ““‘.:;pw-\ : /V\v(k S '%
29.09%) 59 09%) . Araguaina Babaguléndia

6(27.27%) 2(9,09%) Q
Filadélfia

1(4,54%)

2(9,09%)
Pau D'arco o
3(13.63%) N

Arapoema o @

Bandeirantes

Figura 2. DistribuicBo espacial de isolados positivos frente ao anti-soro O157:H7 e seus
respectivos municipios de origem. Fonte: Epi info® 7.0.

Ao analisarmos o perfil de susceptibilidade dos 22 isolados positivos frente ao
anti-soro O157:H7, os mesmos apresentaram multirresisténcia a 9 antibioticos,
sendo eles: sulfonamida 18 (81,81%), gentamicina 14 (63,63%), florfeniol 10
(45,45%), cloranfenicol 8 (36,36%), enrofloxacina 11 (50%), amx+ acido clavulanico
12 (54,54%), cefepime 8 (36,36%), doxiciclina 12 (54,54%) e meropenem 6
(27,27%). Enquanto os antibiéticos que inibiram o crescimento bacteriano foram:
sulfazotrim e ciprofloxacina ambos com 18 (81,81%), (tabela 3).

A resisténcia a enrofloxacina requer uma analise minunciosa sobre a cautela
do uso do mesmo em bovinos, uma vez que a facilidade com que esse antibiético é
administrado e o seu amplo aspectro favorecem a selecdo de bactérias resistentes
espontaneamente. Além disso, a biodisponibilidade do mesmo nos solos apés
excrecdo das fezes e urinas dos bovinos € considerado um fator de risco para a
transmissao de resisténcia para humanos e animais (SUBBIAH; MITCHELL; CALL,
2016).

A dispersdo do perfil de multirresisténcia de isolados de O157:H7 esta
disposto no grafico 1. Onde pode-se observar que os isolados de ambos materiais
bioldgicos tiveram perfil de multirresisténcia semelhantes, sendo que um isolado de
contedado ruminal oriundo de Araguaina apresentou multirresisténcia a 10 dos 11

antibioticos testados (grafico 1).
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Navajan- Berito et al. (2017) ao pesquisarem o perfil de susceptibilidade de 78
isolados de E. coli em uma propriedade criadora de bovinos também detectaram
uma amostra multirresistente a cloranfenicol, sulfazotrim, doxiciclina e quinolonas
assim como em nosso estudo. Os mesmos autores afirmam ainda que uma das
principais justificativas para a propagacao de multirresisténcia em E. coli em bovinos
€ 0 aerotransporte, e que esse representa um risco e consequente entrada de

amostras multirresistentes na cadeia alimentar.
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Gréfico 1. Perfil de multirresisténcia de isolados de fezes e contedido ruminal positivos
frente ao anti-soro O157:H7.

O perfil de multirresisténcia de O157:H7 neste trabalho foi superior ao
encontrado por Abdissa et al., 2017 e Rehman et al. (2017), onde 0s mesmos
relataram resisténcia desse sororgrupo apenas para amoxicilina, cefalosporina de
terceira geracao e tetraciclina.

Existe ainda uma relacao entre a resisténcia antimicrobiana e a E. coli 0157,
e o0 uso de subdosagem de antibiéticos na criacdo de bovinos, na forma terapéutica
e/ou de promotores de crescimento (SASAKI et al., 2012). O que pode justificar a
multirresisténcia obtidas nesse trabalho para esse sorogrupo em questéo.

Chama atencdo a resisténcia ao antibiotico cefepime, uma vez que a
resisténcia é estabelecida pela da presenca da enzima ESBL que representa um
problema global de saude publica, pois sua disseminacdo através de E. coli ocorre
rapidamente por transferéncia do gene codificador de ESBL por conjugacéo
(MKALA; AZIZI, 2017).
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Mesmo ap6s uma década de proibicdo do uso veterinario do cloranfenicol foi
possivel encontrar resisténcia ao mesmo em nosso estudo. O mecanismo pelo qual
as bactérias conseguem resistir a acdo desse farmaco se baseia na presenca de
enzimas denominadas cloranfenicol acetiltransferases (CATSs), e o grande problema
€ que a transferéncia do gene codificador dessas enzimas podem ocorrer por
conjugacao, mobilizacdo, transducdo ou transformacéo entre bactérias de diferentes
géneros e espécies. O que torna a disseminacao de resisténcia rapida (ROBERTS e
SCHWARZ, 2017).

Cabe ainda ressaltar a importancia do uso do cloranfenicol em humanos.
Esse foi o primeiro antibidtico de amplo- espectro utilizado no tratamento de
bactérias Gram positivo e Gram negativo, com ampla utilizacdo em infeccbes
severas, tais como meningites e febre tifoide (FREITAS e SILVA, 2016).

Quando analisados os materiais bioldgicos separadamente, os isolados de
fezes apresentaram resisténcia frente ao meropenem 5 (33,33%) e florfenicol 9
(60%) e os isolados do conteddo ruminal frente ao sulfazotrim 3 (42,85%); para o
perfil de sensibilidade os isolados de fezes foram sensiveis frente ao sulfazotrim 14
(93,33%) e os isolados do conteudo ruminal o flofenicol e meropenem, ambos com 6
(87,71%), (tabela 3).
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Tabela 3. Perfil de susceptibilidade de isolados de E. coli de fezes e conteddo ruminal de bovinos
abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina-To no periodo de abril a agosto de 2016 positivos

frente ao anti-soro O157:H7.

0157:H7
ANTIBIOTICO FEi;)S CONTEUB:‘)/;UMINAL TOTAL
Sulfonamidas
*SENS  4(26,66%) - 4(18,18%)
SULF *RES 11(73,33%) 7(100%) 18(81,81%)
S7T *SENS 14(93,33%) 4(57,14%) 18(81,81%)
*RES  1(6,66%) 3(42,85%) 4(18,18%)
Aminoglicosideo
GENT *SENS  7(46,66%) 1(14,28%) 8(36,36%)
*RES  8(53,33%) 6(87,71%) 14(63,63%)
Anfenicdis
FLOR *SENS 6(40%) 6(87,71%) 12(54,54%)
*RES 9(60%) 1(12,29%) 10(45,45%)
CLOR *SENS 10(66,66%) 4(57,14%) 14(63,63%)
*RES  5(33,33%) 3(42,85%) 8(36,36%)
Quinolonas

ENRO *SENS  7(46,66%) 4(57,14%) 11(50%)

*RES  8(53,33%) 3(42,85%) 11(50%)
CIPRO *SENS  12(80%) 6(87,71%) 18(81,81%)
*RES 3(20%) 1(12,29%) 4(18,18%)

B-Lactamico (penicilina)
AMX *SENS 6(40%) 4(57,14%) 10(45,45%)
*RES 9(60%) 3(42,85%) 12(54,54%)
B- Lactamico (cefalosporina)
CEFEP *SENS 10(66,66%) 4(57,14%) 14(63,63%)
*RES  5(33,33%) 3(42,85%) 8(36,36%)
Tetraciclina
DOX *SENS 10(66,66%) 0 10(45,45%)
*RES  5(33,33%) 7(100%) 12(54,54%)
B- Lactamico (carbapenémico)

*SENS 10(66,66%) 6(87,71%) 16(72,72%)
MERO *RES  5(33,33%) 1(12,29%) 6(27,27%)

SULF= sulfonamidas; SZT= sulfazotrim; GENT= gentamicina; FLOR= florfenicol; CLOR=cloranfenicol; ENRO= enrofloxacina;
CIPRO= ciprofloxacina; AMX= amoxicilina+ acido clavulanico; CEFEP= cefepima; DOX= doxiciclina; MERO= meropenem.
*RES= resistente; *SENS= sensivel. **n/%= ndmero total de cepas e suas respectivas percentagens.

Ao analisarmos a distribuicdo espacial dos isolados positivos para EPEC
(Figura 3), para o sorogrupo A Aragominas e Bandeirantes foram os municipios com
maior numero de isolados positivos, ambos com 2(20%); para 0 sorogrupo B,
Araguaina 14(16,27%) e Filadélfia 10(11,62%); e para o sorogrupo C, Araguaina
10(20%).
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A disperséo do perfil de multirresisténcia de isolados de fezes positivos frente
aos anti-soros de EPEC (A, B e C) esta disposto no gréfico 2. Onde o sorogrupo A
apresentou menor perfil de multirresisténcia, sorogrupo C intermediario e B um maior
perfil. Cabe ressaltar, que para o sorogrupo C, um unico isolado oriundo de Filadélfia

foi multirresistente a 8 antibioticos (gréafico 2).
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Grafico 2. Perfil de multirresisténcia de isolados de fezes positivos frente ao anti-soro
EPEC A,BeC.

A dispersédo do perfil de multirresisténcia de isolados de conteddo ruminal
positivos frente aos anti-soros de EPEC (A, B e C) esta disposto no gréafico 3. Onde
pode-se observar que o sorogrupo C teve um perfil de multirresisténcia maior, e um
isolado oriundo de Araguana apresentou multirresisténcia aos 11 antibioticos (gréafico
3).
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Gréfico 3. Perfil de multirresisténcia de isolados de contetdo ruminal positivos frente ao anti-
soro EPEC A, B e C.
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Os humanos podem entrar em contato com bactérias resistentes de
diversas formas, seja pelo contato direto com o0s animais ou através do consumo de
produtos de origem animal. Essas bactérias podem colonizar e/ou transferir
resisténcia as bactérias da microbiota do homem. E quanto maior a
resisténcia a um numero amplo de antibiéticos, maiores sao os riscos de codificagdo
e transferéncia de genes de resisténcia. Por isso tem se tornado cada vez mais
importante o0 rastreamento de bactérias multirresistentes isoladas de animais
destinados ao consumo humano (SILVA et al.,2016).

Quando analisados os 127 isolados positivos frente ao soro anti EPEC, todos
0s sorogrupos (A, B e C) em ambos materiais biolégicos apresentaram resisténcia a
sulfonamida 41 (32,28%) e gentamicina 78 (61,41%), (tabela 4).

Porém, quando analisados por material biolégico, o perfil de multirresisténcia
foi diferente, sendo que para os isolados de fezes houve resisténcia a diferentes
antibioticos entre os sorogrupos, sendo para 0 sorogrupo A resistente a amx + acido
clavulanico, B a cefepime 16 (25,39%), e C ao cloranfenicol 8 (27,58%); os isolados
do conteudo ruminal apresentaram resisténcia no sorogrupo C frente ao meropenem
3 (25%) (tabela 4).

Para o perfil de sensibilidade os isolados de fezes no sorogrupo A foi sensivel
frente a gentamicina 8 (100%), e para conteudo ruminal o sorogrupo A ao cefepime
1(100%) e no sorogrupo B a ciprofloxacina e doxiciclina, ambos com 14 (100%),
(tabela 4).

A multirresisténcia encontrada nesse trabalho coloca em questdo o uso de
antibidticos na bovinocultura extensiva na microrregido avaliada, uma vez que
bovinos destinados ao abate criados em pastagens ou em nao condicbes de
confinamento deveriam de regra utilizar menos antibiéticos no seu processo de
criancdo. E com base nisso, haveria hipoteticamente uma menor prevaléncia de E.
coli resistentes (CALL; DAVIS; SAWANT, 2008).
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade de isolados de E. coli de fezes e conteddo ruminal de bovinos
abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina-To no periodo de abril a agosto de 2016 positivos
frente ao anti-soro EPEC.

EPEC A EPECB EPECC
F R? F R? F R?
ANTIBIOTICO Total
**n/% **n/% **Nn/% **Nn/% **n/% **Nn/%
Sulfonamidas
SULF *SENS  4(50%) 0 18(28,57%)  3(21,42%)  13(44,82%) 3(25%) 41(32,28%)
*RES 4(50%)  1(100%) 45(71,42%) 11(78,57%) 16(55,17%) 9(75%) 86(67,71%)
s7T *SENS  8(100%) 1(100%) 57(90,47%)  14(100%)  27(93,10%) 11(91,66%) 118(92,91%)
*RES 0 0 6(9,52%) 0 2(8,89%) 1(8,33%) 9(7,08%)
Aminoglicosideo
GENT *SENS  8(100%) 0 37(58,73%) 9(64,28%)  19(65,51%) 5(41,66%) 78(61,41%)
*RES 0 1(100%) 26(41,26%) 5(35,71%) 10(34,48%)  7(58,33%) 49(38,58%)
Anfenicéis
FLOR *SENS  6(75%) 0 44(69,84%) 10(71,42%) 22(75,86%) 3(25%) 85(66,929%)
*RES 2(25%)  1(100%) 19(30,15%)  4(28,57%)  7(24,13%) 9(75%) 42(33,07%)
CLOR *SENS  8(100%) 1(100%) 52(82,53%) 9(64,28%) 21(72,41%) 6(50%) 97(76,37%)
*RES 0 0 11(17,46%) 5(35,71%)  8(27,58%) 6(50%) 30(23,62%)
Quinolonas
ENRO *SENS  8(100%) 1(100%) 48(76,19%) 11(78,57%) 25(86,20%) 6(50%) 99(77,95%)
*RES 0 0 15(23,80%)  3(21,42%)  4(13,79%) 6(50%) 28(22,04%)
CIPRO *SENS  8(100%) 0 58(92,06%)  14(100%)  26(89,65%) 9(75%) 115(90,55%)
*RES 0 1(100%)  5(7,93%) 0 3(10,34%) 3(25%) 12(9,44%)
B-Lactamico
(penicilina)
ANIX *SENS  6(75%) 0 48(76,19%)  8(57,14%)  23(79,31%) 4(33,33%)  gg(70,07%)

*RES  2(25%) 1(100%) 15(2380%) 6(42,85%)  6(20,68%)  8(66,66%)  38(20.9296)

B- Lactamico
(cefalosporina)

*SENS  8(100%) 1(100%) 47(74,60%) 9(64,28%) 24(82,75%) 7(58,33%)  gg(75,59%)

CEFEP *RES 0 0 16(25,39%)  5(35,71%)  5(17,24%)  5(41,66%)  31(24,40%)

Tetraciclina
box *SENS  7(87,5%) 0 52(82,53%)  14(100%)  25(86,20%)  6(50%)  104(81,88%)
*RES  1(12,5%) 1(100%) 11(17,46%) 0 4(13,79%) 6(50%) 23(18,11%)

B- Lactamico
(carbapenémico)

*SENS  8(100%) 1(100%) 46(73,01%) 11(78,57%) 23(79,31%)  9(75%)  9g(77,18%)
*RES 0 0 17(29,98%)  3(21,42%)  6(20,68%) 3(25%) 29(22,83%)

MERO

SULF= sulfonamidas; SZT= sulfazotrim; GENT= gentamicina; FLOR= florfenicol; CLOR=cloranfenicol; ENRO=
enrofloxacina; CIPRO= ciprofloxacina; AMX= amoxicilina+ &cido clavulanico; CEFEP= cefepima; DOX=
doxiciclina; MERO= meropenem. *RES= resistente; *SENS= sensivel. **n/%= namero total de cepas e suas
respectivas percentagens. F'=isolados de fezes. R*= isolados de contetido ruminal.

As amostras negativas frente aos anti-soros utilizados neste trabalho 110
(42,47%), apresentaram resisténcia frente a sulfonamida 84 (76,36%),
gentamicina 33(30%), florfenicol 45 (40,91%), amx + &cido clavulanico 74

(67,27%), e cefepime 32 (29,09%); e apresentou sensibilidade a sulfazotrim 100
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(90,91%), cloranfenicol 85 (77,27%), enrofloxacina 84 (76,36%), ciprofloxacina 101
(91,82%), doxiciclina 89 (80,91%), e meropenem 95 (86,36%), (Tabela 5).

Quando analisado o perfil de resisténcia entre os matérias bioldgicos, os
isolados de contetudo ruminal foram resistentes ao cloranfenicol 11 (28,20%),
enrofloxacina 10 (25,64%), e doxiciclina 10 (25,64%) (tabela 5).

O monitoramento de E. coli comensal € de suma importancia, pois permite
a comparacao dos efeitos da pressdo seletiva em todas as demais populacdes
bacterianas relevantes, além de servir como um alerta precoce para rastreamento
de resisténcia emergente em bovinos e sua possivel disseminacdo em alimentos
derivados de sua carne (ANDREOLETTI et al., 2018).

Os resultados de resisténcia para isolados negativos frente a sorologia,
superam o encontrado por Bywater et al. (2004), que ao avaliarem E. coli comensais
isoladas de bovinos na Europa, afirmaram ter baixa resisténcia ou até mesmo
ausente para cefepime e ciprofloxacina.

Wasyl et al. (2013) encontraram sensibilidade em isolados para
cefalosporinas de terceira geracdo e amx + acido clavulanico. Os mesmos autores
afirmam ainda que o uso constante em animais sadios pode ser uma das principais
causas da disseminacao de resisténcia em E. coli comensais em bovinos.

Lambrecht et al. (2018) afirmam que a E. coli tida como comensal em animais
destinados a alimentacdo humana pode ser uma fonte de rapida disseminacdo de
resisténcia bacteriana. Reforcando dessa forma o constante monitoramento
epidemioldgico de susceptibilidade nessa categoria de E. coli em bovinos destinados

ao consumo humano.
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Tabela 5. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de E. coli negativos frente aos anti-
soros disponiveis para realizacdo de prova de aglutinacdo direta de fezes e contetdo ruminal de
bovinos abatidos sob Inspecdo Estadual em Araguaina- To no periodo de abril a agosto de 2016.

CLASSE/ FEZES CONTEUDO RUMINAL TOTAL
ANTIBIOTICO *RES *SEN *RES *SEN *RES *SENS
0 [0/ 0 [0/ 0 [0/ 0 [0 0 [0 0 [0/

Sulfonamidas

SULF 56(78,87%) 15(21,12%) 28(71,79%) 11(28,20%) 84(76,36%) 26(23.64%)
SZT 6(8,45%) 65(91,54%) 4(10,25%) 35(89,74%) 10(9,09%) 100(90,91%)
Aminoglicosideo

GENT 20(28,16%) 51(71,83%) 13(33,33%) 26(74,35%) 33(30%) 77(70%)
Anfenicois

FLOR 27(38,02%) 44(61,97%) 18(46,15%) 21(53,84%) 45(40,91%) 65(59,09%)

CLOR 14(19,71%) 57(80,28%) 11(28,20%) 28(71,79%) 25(22,73%) 85(77,27%)
Quinolonas

ENRO 16(22,53%) 55(77,46%) 10(25,64%) 29(74,35%) 26(23,64%) 84(76,36%)

CIPRO 5(7,04%) 66(92,95%) 4(10,25%) 35(89,74%) 9(8,18%) 101(91,82%)
B- Lactamico
(Penicilina)

AMX 23(32,39%) 48(67,60%) 13(33,33%) 26(74,35%) 74(67,27%) 36(32,73%)

B- Lactamico
(cefalosporina)

CEFEP 18(25,35%) 53(74,64%) 14(35,89%) 25(64,10%) 32(29,09%) 78(70,91%)
Tetraciclina
DOX 11(15,49%) 60(84,50%) 10(25,64%) 29(74,35%) 21(19,09%) 89(80,91%)

B- Lactamico
(carbapenémico)
MERO 9(12,67%) 62(87,32%) 6(15,38%) 33(84,61%) 15(13,64%) 95(86,36%)

SULF= sulfonamidas; SZT= sulfazotrim; GENT= gentamicina; FLOR= florfenicol; CLOR=cloranfenicol; ENRO= enrofloxacina;
CIPRO= ciprofloxacina; AMX= amoxicilina+ &acido clavulanico; CEFEP= cefepima; DOX= doxiciclina; MERO= meropenem.

*RES= resistente; *SENS= sensivel. **n/%= ndmero total de cepas e suas respectivas percentagens.

A dispersédo do perfil de multirresisténcia de isolados de conteddo ruminal
negativos frente aos anti-soros estao dispostos no grafico 4. Onde pode-se observar
que isolados do contetdo ruminal apresentam um maior perfil de multirresisténcia, e
gue um isolado oriundo de Piraqué apresentou multirresisténcia a 9 antibidticos
(Gréfico 4).
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Grafico 4. Perfil de multirresisténcia de isolados de fezes e conteddo ruminal negativos frente
aos anti-soros testados.

Caudel et al. (2017) ao avaliarem o comportamento de uso de antimicrobianos
por criadores de bovinos de forma extensiva na Tanzéania concluiram que existe uma
tendéncia de auto-administracdo de antibidticos em pequenos produtores em
pequenas extensdes territoriais e essa associacdo fornece informagdes sobre
pressbes de selecdo que podem contribuir diretamente para a evolugdo e
disseminacdo da resisténcia antimicrobiana. Tais informa¢Bes podem auxiliar no
entendimento do comportamento de pequenos municipios como Araguand, Filadélfia
e Piraqué (Graficos 2, 3 E 4) terem se destacado por possuirem amostras
multirresistentes.

Pesquisas futuras sobre multirresisténcia deverdo utilizar métodos
comportamentais para estimar taxas de uso e dosagem de antibiéticos em bovinos
para uma estimacdo de potenciais pressbes de selecdo e relagdo com fatores
socioculturais para que haja uma melhor comunicacdo entre os profissionais
veterinarios e o0s produtores para uma mitigacdo da selecdo de bactérias
multirresistentes (AHMED et al., 2018).

1.4 CONCLUSAO
Neste trabalho, foi possivel detectar a presenca de E. coli sorogrupo O157:H7
e EPEC, sendo este Ultimo sorogrupo maior que o primeiro, além de amostras

negativas aos anti-soros testados.
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Houve perfil de multirresisténcia em ambos sorogrupos testados. Sendo que
para o sorogrupo O157:H7, os isolados de E. coli de fezes foram multirresistentes a
9 antibidticos, e os isolados do conteudo ruminal a 8.

Para os sorogrupos de EPEC, em todos os sorogrupos (A, B e C) houve
maior perfil de multirresisténcia para isolados do contetudo ruminal, 6, 10 e 10
antibiéticos respectivamente.

As amostras negativas (ndo aglutinaram frente aos anti-soros testados),
também apresentaram perfil de multirresisténcia, sendo que os isolados do conteudo
ruminal apresentaram maior numero, 8 antibiéticos quando comparados com
isolados de fezes, 5 antibitticos.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que através da técnica de
aglutinacao direta comumente utilizada para identificagcdo de E. coli patogénica, que
bovinos podem ser reservatérios além da categoria O157:H7. No entanto, a
contraprova através de técnicas de identificacdo de genes de viruléncia faz-se

necessario, afim de respaldar e eliminar a presenca de falsos positivos e vice-versa.
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CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia a antibioticos é um problema mundial, sendo a E. coli uma das
principais bactérias atreladas a resisténcia a multiplas classes desses farmacos. O
conhecimento do mecanismo de acao e principalmente a propagacao de informacao
acerca do problema de resisténcia bacteriana é de fundamental importancia para a
sociedade de modo geral, sendo essa uma das principais formas de conscientizacao
de Organiza¢des mundiais

Além disso, a E. coli 0157:H7 e a EPEC, representam um sério risco a saude
publica. A carne bovina tem sido atrelada a surtos de toxiinfec¢des alimentares por
0157:H7, sendo o bovino considerado portador assintomatico desse sorotipo.

Em contraste com a 0157:H7, o papel dos bovinos como reservatorios e
consequentemente disseminadores de EPEC ainda ndo estd totalmente
estabelecido.

Os indices de multirresisténcia a antibioticos utilizados rotineiramente na
atencdo a saude humana encontrados nesse trabalho sdo um alerta para o uso
irracional desses farmacos em bovinos na microrregido de Araguaina- TO. Assim,
estudos regionais como esse sao de fundamental importancia para o monitoramento

epidemioldgico da resisténcia bacteriana.
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ANEXOS

Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% dos fragmentos amplificados em reacdes de PCR
para deteccdo do gene rfb O157:H7 em isolados de E. coli de bovinos abatidos sob inspecao
no municipio de Araguaina-TO.

DML a2 3 A bl k8910 11 12 13, 14 15, 16, 17718 19

Gel corado com brometo de etidio e visualizado em transluminador com luz ultravioleta.

Canaletas: PM- Padrdo molecular 1 Kb DNA Ladder; Canaletas 1 e 2: controle positivo gene rfb
0157:H7 (EHEC EDL 933); Canaleta 3 a 18: amostras de E. coli negativas; Canaleta 19:
controle negativo.
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Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% dos fragmentos amplificados em reacdes de PCR para
deteccdo do gene eae em isolados de E. coli de bovinos abatidos sob inspecdo no municipio de

Araguaina-TO.

344, 25 Wo & (W3 WS 510 ¢11 ¥l 2 SIS S 1445116 LRy 18549

Gel corado com brometo de etidio e visualizado em transluminador com luz ultravioleta. Canaletas:
PM- Padrdo molecular 1 Kb DNA Ladder; Canaletas 1 e 2: controle positivo gene eae (EPEC
2348/69); Canaleta 3 a 9: amostras de E. coli negativas; Canaleta 10: amostra positiva; canaletas

11 a 18: amostras negativas; canaleta 19: controle negativo
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(1.175% ph BaCL 2 2H20) de 0,18V (036 04 (1% o . 1049 (GEN) 1927 | 1926 | 1723 - - -
; ol c s 4agml 509 (GEM) 2735 | 203 | 1825 & 3037 2834
- rd hrbides patl G G A ok e AB e media por el imipenem 10ug (PM) E 2632 | 2028 2129 2
20,5 da escala de Mac Fartand. ) X Levofioxacino Spg (LVX) 2530 29- 19-26 - 3240 - 2025
6 Dentro dos 15 minutos apés o ajustamento da turbidez do caldo inbculo, introduzir nele um swab estérl e nao tbxica e pressiona-ia nas L 104g (LX) 220 | 2733 | 2228 - 3341 @ @554
m seguida, esi ¢ cs Lincomicina 2ug (UN) 430 - - - - - -
(,,;:1 :ﬂa1du:: r:u mfzes npo em g faz o referido esfregaco. Cobrir a placa, Linezolda 30ug (LNZ) 2 . . - - - - 2534
7- Depostar os superficie da p iio de uma pinca estér, Fazer keve pressao sobre eles para uma boa aderénoia L Lo die s o S . s
a0 meio. Manter uma distncia entre os discos de que 24mm de centro, disco de Minociciina 3049 (MIN) 30 | 1825 - - - - - -
antibacteriano de cada grupo (ver TABELA PADRAO). [Moxifioxacino Siig (MFX) 2835 | 283 | 1725 5 3139 z = %531
8- Apds a depostagdo dos dsoos, inverer as placas a0 colocias na ncubadora a 35 £ 2°C. Quando testar . meniglics. Mupirocina 5ug (MUP) 2127 = = E 5 5 = =
spp. incubar as placas a 35+ 2°C %:1Cem | 3005 (NAL] = % S
shmosierscom 5% da CO2 N N B Ilemhcm: 3049 (NEO) 18- 7
o pré-esiabelecidas & observado. [Nirofurantoina 3004 (NIT) 182 20 - - - 2329
& Prooeder o Iokrs des places e 1515 horas deincubagdo; 2024 horas para ia cepacia, 1049 (NOR) 17- 28 2229 - - - - 1521
Stenotrophomonas mattophila, Nelsseria + € 24 horas para o f , oxaciina e Ofiokacine. Spg (OFX) 24 29-33 1721 - 31-40 - 4351 1621
e p-qmm!m e diametro do o did [Oxaciina. g (OXA) 1824 & 3 5 £ % 3 <12
dsaniEﬂr:dd:L_a"fE— quand [Pefloxax 549 (PEF) 2127 | 2634 | 1249 - B - - -
Oveud deve serignorado. Com a Trime- Penicil 10Ul (PEN) 26.37 - - - . . 2634 | 2430
i it X i |Pipemidico, Ac 20yg (PIP) - 228 - - - - - -
enedmpevmamgandemmmo ‘mais intenso. Polimixina B 300U (POL) = 1319 14-18 = 5 = » =
10- Comparar s dimekus das zonas do ikigio dqueles espocicados 1 TABELA PADRAO e informar se o organismo é sensivel,infer- PR T 0010ug (PPT) | 2736 | 243 | 2593 | 2430 | 3338 5 3 3
NOTA: n)Um halo de nmc maior que oulro ndo organismo Ritampicina Sug RIF) 2034 1 810 . ' 2230 . - 250
; etc. i dos habo: 15ug (ROX) 2028 - z 2 5 z 2
n) Todors ianos devem ser de evilar confusdes. 30049 (SUL) 2434 | 1528 3 E 2 E :
feicoplanina 30ug (TEC) 1521 5 o B 3 E = Z
INTERPRETACAO DOS RESULTADOS ltiomicina 150 s 5 = - . s X
e z ” ’ 9 (TLT) 2430 172 2733
Osres dover TABELA PADRAO observando recomendagdes contidas nos fens 9 e 10 L Sope 6N R . . i - SR
* icarcilina + Ac. Clavulanico 75/10ug (TIC) 20.37 2430 | 2028 2125 3 5 S
CUIDADOS ESPECIAIS | Tobramicina 10yg (TOB) 1929 18-26 20-26 - - - - =
1-Segu as instrugoes confidas em MANUSEIO DOS DISCOS. ) Tigeciclina 15ug (TIG) 2025 | 2027 | e13 = 2331 E 3040 | 2329
" " b por Sug (TRI) 19826 | 218 5 E = = 5 =
3 Rt 310 por ad
4-Para desi local de Imm as seguintes sol usadas: aloool etiico ou isopropilico & 65-85%, Vencomicina 3049 (VAN) 721 - : E 2 B 3 2027
3 L)) ie ity Teséing, M100-524 Jan 2014
CONTROLE DE QUALIDADE NOTAS:
O laboratorista pode, le de qualdade, i i EPAS  1-Asinstrugbes de uso acima podem ser obtidas, sem custo adicional (inclusive de envio), no formato impresso, em nossos
CONTROLE 6 05 inites conlidos na TABELA PADRAG QUALITATIVA. canais de contato ou diretamente em nosso site

L
o

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Manter de 20€+08°C.

Para 0s discos da famikia dos beta-lactamicos, recomenda-se, o anmazenamento em freezer A estabiidade dos antbioticos permanece inal-
30°C por um 15 das. Nao ha do uso do geko ou caixa de isopor

terada q
para o transpore.

sENsFARaAsm Frascos individuais contendo 50 discos. Cada

BETALACTAMICOS-PENICILINAS: ~ Ampiciina,  Oxacilina BETAACTAMCOS NIBIBO.
ALACTAMASE:  Amoxiclina_ + Ac.  Clavulanico, Ampiciina +  Subaciam, Pperacina  +

tam e Toariina + Ac. Clvuénico. CEFENS am.umo (EFALOSPWINAS) - Cefalotina, Cefuroxima,  Cefoxi-
tna, Cefolaxima, Cefprozia, Ceflazidima e —Cefepma. BAPENEMICOS:  Imipenem, ANS:  Aztreonam.
mlmmlrﬁ : o

fasco 6 composlo por um_dos 34
o Penicina

Levofloxacino, Norfloxacino e Ofloxacino. - Tetracicina. GLICOPEPTI
amnfenbd LINCOSAMIDAS : Clindamicina , NITROFURANS : Nirofurantoina , ANSAMICINAS : RinnwmeINIBlDORES D‘\Vlll
METABOLICA DO FOLATO : Oﬂrlmzolerﬂropnn

SENSFARCOWLWTAR Frascos individuais contendo 50 discos. & composto por um dos 37 antibacterianos dis-
ANSAMICINAS: e Rifampicina. \!ACRQ.DECS Aztromicina, Roxitromicina. KETULIDE(S Te
aumo_oNAs Ac. Pipemidico, Ac. Nalidixico, Gemifloxacina, Pefloxacino.
DO CEFALOSPORINAS): Ceftiaona, Cefacior, Cofnmlm Cofadod, Cefalexina, Cefodizima, Cefpioma. o Coﬁxhn CARBA
PENEMICOS: Meropenem, Ertapenem. AMINOGLICOS| Neomicina e _Estreptomicina,
CIuNﬁs Amoxiciina. il inock
Linezoida. INIBIDORES DA VIA METABOLICA DO
CINA: Fosfomici

 Colrimoxazol e Sufonamidas , LIPOPEPTIDEOS : Palh\ul!BB FOSFWI-
ina, OUTROS: Tigeciciina, Tanlemwi lemla Bacitracina e Lincomicina.

Mutfer 12 S4ri Gram Negathe: Modos indhiduais conendo 12 dscos afitados om um suporke pisico com os anftectetanos: A
, Amicacina, Amoxaciina +Ac Ciavulanico, Cefepima, Azireonam, Cefiriaxona, Celiazidima, Cotrimoxazol, Ciprofloxacino, Gen-

2 - As instrugdes de uso encontram-se disponiveis no enderego www.cefar.com br - em Downloads ou no menu Produtos.

3 Antes de utilizar qualquer instrugao de uso, verficar a correlagao entre a verso da instrugao indicada para o produto adquirido

Referéncias Bibliogréficas

. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Testing: Ap-
proved Standard — Eleventh Edition. CLSI document M02-A11. Wayne, PA; 2012

. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Standar
Fourty Informational Supplement. CLSI document M100-S24. Wayne, PA, USA 20143

. Federal Register (FDA ) , Titulo 21, 460, Fev - 1979.

. Fuchs, P.C., Jones RN., Barry, A L., Interpretative Criteria for Disk Diffusion Susceptibility Testing , a Topical Antibiotic. J. Clin.
Microbiol. 28 (3, 1990)
thmma.y Gmdalmes for Roxithromicin. J. Clin. Microbiol . 24 (2), 1986

; i ewski, MM. Comparative in vitro antimicrobial activity of tigecycline, a new glycylcyciine compound, in

nasn pleparad medium and quality control. J. Clin. Microbiol. 45 (7), 2007

Tentative Disk Diffusion Susceptibilty Interpretative Criteria for Pefloxacin. J. Clin. Microbiol, 24 (1986): 448-450.

Grimm H., Criteria for interpretation of pipemidic acid Agar diffusion test by the Kirby-Bauer method. Arzneimittelforschung, 33

(7):913-5, 1983

. World Health Or

~

Testing; Twenty-

s

s

» B

Expert. ittee on Biological 1977. Technical report series 610 WH.O,, Ge-

neva.

10.Ximenes, J., ia da da Prova de Bacteriana
1973): 113-116.

11.Chain E., Florey HW., Gardner A.D., Heatley N.G., Jennings M.A., Ewing J.Orr, and Saunders A G., Lancet-ii, 226 (1840).

12.Bauer, AW,, Kirby WM.M., Shertis J.C., and M. Truck. Antibiotic Susceplibilty Testing by a Standardized Single Disk Method.

Am. J.Clin. Pathol. 45 (1966): 493-496.

A Folha Médica, 66 (3,

r Diagnéstica Abiit5
Eng. dehg«hs 635~ Slo Paulo — 5P
cnw 4 3 S00I0081 45 . Regisre ng M. 101 108.200-58
Czfor 7 o Figuti - CRF SP n' 18824

lelson
ST TR 5k e satcatarcom br - ind Evasieira



TABELA PADRAO PARA INTERPRETACAO DE HALOS DE INIBIGAO (a)

100

ba segundo CLSI (1) di atual
GRUPOS 3- Acinetobacter spy 6- Staphylococcus ©- Streptococcus pneumonise 12- Neisseria meningiides
1- Enterobactérias 4 Snnobophomwn maltophilia - Enterococcus spp 10- ) 13 g
2 seruginosa 5. Burkhotderia cepacia 8. Haemophius spp 11- Neisseria gonorrhosae 14 Klebsiella preumonioe
Padrdo interpretativo
‘ ANTIBACTERIANOS Zinee do Eblett s ik . ANTIBACTERIANOS
L (b) (1) (d) (o) (9)
Amicacina T0ug (EST)
Entorobaciérias ST o 15 a7 | Entorobacterias 1 1248 s15
Paeruginosa 514 1518 27 Fosfomicina 200ug (FOS)
Acinetobacter spp. 514 1516 27 coll s12 1315 216
Saphjococeus o <14 1516 217 | € foocate = s12 1315 216
| Emectacitias ST <13 117 =8 Enterobactérias. 512 1314 215
{ Staphytococcus sop 519 5 20 Acinstobacter spp 12 1314 215
19 = 220 Stmpnyiococeus wp sz 3 e
g (AMIP]
Streptococcus spp grupo beta-hemolitico exceto S. preumonise. > S 224 5"""'“"’. oA ETT] <15 1619 220
t ‘Staphylococcus spp 28 _— 2: Hemophilus influenzse e parainfluenzae 9 . 218
| Enterococcus spp. 516 = 27 519 2022 223
Haemophilus influenzae s18 19-21 222 penem 10pg (IPM) -~
Ampicilina + Sulbactar . -
| i 10110 pg (ASB) 1 1244 215 Eercbeceiae 210 2028 3
Staphylococcus spp st 1214 215 Acinetobactor spp s18 1821 2
| Acinetobacter spp s 1244 215 Staphylococcus spp 513 1415 216
i_w g 519 - 220 P 2 15 16-18 219
Haemophilus influenzae e parainfluenzae e o= ,2? mm.o:n. o parainfluenzas = ::;
% 515 1621 ) Enterobactérias exceto Saimonela spp <13 217
7 Acietobacter spp 513 217
N meninglicts LET) % = 20 PRaeruginosa 513 217
. , 212 <13 217
513 1017 218 Enterococeus spp =13 217
13 1847 =18 8 St £13 37
{; 1;11 218 . - T0ug {LMX) .
g ‘Heomop/ihe inloenzas @ parsiotuerc - x
% ‘Staphylococcus spp <18 1821 222
1) 516 1719 220 Ertorobaciédas <18 1921 222
14 1517 218 Paeruginosa 18 1921 22
005 CFLT = B = i £ = E ra—
st 1547 218 Staphylocoocus spp. gs s g
- <14 215 | i - = ~ 221
::: 1517 :: Haemophilus influenzae e parainfluenzae - - 220
L3 515 1619 220
30ug (CPM) Ent s19 2022 223
N. gonorrhoeae - = - 2 00 14 1547 218
I & = ‘Staphylococcus spp 13 1415 216
‘Stroptococcus spp grupo befa-hemolitico exceto S. preumoniae: - = 224 5
| Streptococcus spp gr :; 223 g Paeruginosa 51-5 15.“ “'_.:
Enterobactérias - Minociclina 3009 (MIN}
Enmrobaciarias == o = Enteoiatoa: <2 115 w0

songnoe Acinetobacter 12 1345 216
| Acinstovacter sop s 1517 218 T iy 1518 210
e 2 S5 (CFO) <t e 22 st 1518 219
P xoy ey 0 L Swnotropiorionss maophie i S )
‘Staphylococcus spp coagulase negativa 24 o 25 meningiides - - 226
rumwu aureus e lugdunensis. g; 2 3 Moxifloxacino. 5pg (MFX)

2431 - - 218
30ug (CAZ)
e cavrese « etz - = o @ un @
st b e o D S8 AL = : =
| Rasnuginoss. o) 1547 8 Enterobactérias. 513 1418 219
Acinelobecter spp <14 1517 218 304 (NEG) 212 1316 217
| Suptcoces p <4 1547 T Nitrofurantoina 300pg (NIT)

. gonormhooae = - E: 514 1516 217
Cofuroxima (parenterai) 300 (CRY) St e 14 1516 37
| Haemophius influenzse o perainfivenzae: 516 1719 20 | Esiocii a0 14 1546 217
Enterobactérias <14 1517 =18 ot Toug (NOR)

Ist it i e Entoronacinas <12 10 =

A 12 1316 217

Sug (CFM)
Enerobaceras exceto Morganell spp <15 1618 219 Enterococcus spp <2 X 472
- - 21 ©OFX)
Ceormima TR = - 2 3 e
Haemophius influenzse e parainfluenzae - - 216
N. meningiticis = = 234 ‘Staphylococcus spp 514 1547 218
. S = g s <12 1315 216
Lremonee v oot N <24 2530 231
2 2325 226 ﬁ@’ 15 618 L —
= B e Enterococaus el = & )
. ; = B 231 oy " 5 £
Entorobaciérias exceto Providencia s9p. " 14 1517 218 e ) PP 2 7 H—
f Eis i T Polimixina B 300U1 (POL)
e EEes o - : - : -
MeningRichs . = Haemophilus. @ parainfluenzae. - - 21
& 5 o Enterobactérias 57 1820 221
<24 5:3 227 Acinatobacter spp. =7 1820 21
Fy S o Pseudomonas ik 1520 2
00 513 1420 21 500 s 5
13 1420 221 W L2152 16 19
= 3 235 s
r&m <16 220
et S TCPT o s Enforococcus spp <16 20
i biiea _ B Haemophius inflvenzse o parainfiuenzae. 18 220
Enterobackérias exceto Sakmonela spp. 2 221 N ;1: ﬁ:
Salmonetla 231 D,
Povngnoss o = En ol
<15 221 500 s12 217
15 30pg (TEC).
poorioeee =2 i Seocoecus s s 214
I T5pg (CLAY
L 13 - - Telitromicina 69 (TT)
20 ats S Haemoptiius inflvenzas o parainfluenzae - us
oo, 516 1720 Cori HH 219
micina. 2ug (€LY <14 “30pg (TET,
I3 ez s B e i) Enerbaciéras i) G
S0ya (CLO) 25 ey o) ‘Staphylococcus spp <14 218
prieumoniae. 20 & 21 Enterococcus spp. s14 219
s17 1820 21 Haemophius influenzse e parainfluenzae 525 229
12 1347 218 S pneamoniae 524 2527 228
si; 1347 218 Streptococeus spp. p-hemolitic/grupo viridans. :: ;:.g ;z;
<
E Pl FA na+ A Clavlinico < 519 2
Cotrimoxazol Z59g (SUT) . 10
‘Sulfametoxazol 23,75ug + Trimetoprima 1.25pg Aciolobacter spp 514 1519 220

ooy 515 1618 219 e i 515 1823 24
Entorobactérias 0 115 =16 L] SOTORT e = =
et P ey e Enterobactérias B B B

= -1 Acinetobacter spp. 2
Stonovophomonss matopma B e Hie ? senignoss <12 1 215
| Acinetobacter spp 510 115 216 | Staphylococcus 12 1314 215
Burkoldena cepacia <10 1115 216 Tigeciciina (6) g (TIG) e o
Enterobactérias e <10 113 214 S0 CORON W 219
| Acinotobacter sop 9 1012 213 Enterococcus spp s = B
o w 0 1318 =T A L - z‘
| Entorococcin sop =12 1315 216 pressmciee - B
524 228 - -
g (TRI)
‘Staphylococcus spp — 513 102 23 Staphylococcus spp 10 1115 216
| Eaaorieac 13 = Enterobactérias 10 115 216
£ e I il Vancomicina Sg (VAN
i TORTETP) s s 1516 217
| Haomophilus influenzae e parainfivenzae: - 219 ST E S =
| Enterobactérias 518 1921 =22 = -
15 16-18 219

a) Adaptado do CLS| M100-S24, Jan 2014 e demais referéncias.
b) RESISTENTE (R) - Organismos classificados como “resist

esistentes’ referem-se aqueles que ndo sdo inibidos peta:

ter

d) SENSIVEL (S) - A classificado “sensivel’ signfica que uma dada infecgdo bacteriana pode ser adequadamente tratada com a dose do agente
i

infectantes, a menos que haja contra.indicag:

antibacterano quando sdminjsrado nias doses Normais ou se enquadram nu fimte onde o8 acaniamcs do recitingis mmm- a sd0 &) *SDD -A SDD “sensibilidade" do: estabe-
clinica néo . P ) d
©) INTERMEDIARIA (1) - E: M ti a de SDD, é necesséria um reg; (do: . doses
a ser inferior a isolados “sensiveis’. A cassificacao ‘intermediaria” encontra om og Sensivel.
alta dose de droga pode ser usada (ex ctir A 3 uma zona tampdo que preveniria pequencs
fatores técnicos q dferengas na d
A5
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

CAMPUS DE ARAGUAINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIA ANIMAL TROPICAL

BR 153, Km 112, Zona Rural |CEP: 77804-970 | Araguaina/TO
(63) 3416-5424 | www.uft.edu.br | pgcat@uft.edu.br

Ata de defesa da Tese - “DISTRIBUICAO MICRORREGIONAL E SUSCEPTIBILIDADE
ENTEROPATOGENICA E
DE BOVINOS NO MUNICIPIO DE

ANTIMICROBIANA DE

’ ESCHERICHIA
ENTEROHEMORRAGICA (0157:H7) ISOLADAS
ARAGUAINA-TO” - do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal Tropical (PPGCat) da

COLI

Universidade Federal do Tocantins, (UFT) Escola de Medicina Veterinéria e Zootecnia (EMVZ).
As 08h30min do dia 27 de junho de 2019, na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ)

da Universidade Federal do Tocantins (UFT), esteve reunida a banca de defesa da doutoranda: Karina
Almeida Maciel constituida pelos seguintes- membros: Prof. Dra. Silvia Minharro Barbosa, Prof. Dra.
Vera Licia de Araijo Bozorg, Prof. Dra. Helcileia Dias Santos, Prof. Dra. Francisca Elda Ferreira
Dias e a Prof. Dra. Gissandra Farias Braz. Cabe ressaltar e constar em ata de defesa que a Prof. Dra.

Gissandra Farias Braz participou a distancia por meio da tecnologia da jnformagao via internet.

Apés finalizar os trabalhos a Doutoranda foi O 00

assinaram a ata de defesa que sera homologada pelo colegiadb desse Programa de Pos-Graduagdo.

Observagdes para a doutoranda:
( )Aprovada.
( )Reprovada.

( )Aprovada com corregdes a serem conferidas pela banca.
(>AQAprovada com corregdes a serem conferidas pelo orientadora.

e os membros presentes

101

MEMBROS DA BANCA FUN(,'?AO ASSINATUI}A OU JUSTIFICATIVA
PRECIPUA DE NAO ASSINATURA
Prof. Dra. Silvia Minharro Barbosa | Presidente da Banca
e Orientadora Qi ) waé%
Prof. Dra. Vera Liicia de Araijo Avaliadora
Bozo Y5 o ,
Prof. Dra. Helcileia Dias Santos Avaliadora 4D ﬂ J | (¢
| <&aals,—
| Prof. Dra. Francisca Elda Ferreira Avaliadora 7= TE “}'
Dias JCVWM\ i Pes
Prof. Dra. Gissandra Farias Braz Avaliador Participagdo a distancia de acordo com Resolugio
do Consepe ~ UFT
N° 09, DE 14 DE MARCO DI 2018.
Presidente da Banca ¢ Orientadora
Prazo para entrega do trabalho final corrigido: GO Aol
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
CAMPUS DE ARAGUAINA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIA ANIMAL TROPICAL

BR 153, Km 112, Zona Rural |CEP: 77804-970 | Araguaina/TO
(63) 3416-5424 | www.uft.edu.br | pgcat@uft.edu.br

Observagdes:

Slivi, . Railero.
Prof. Dra. Silvia Minharro Barbosa
PRESIDENTE DA BANCA E ORIENTADORA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
CAMPUS DE ARAGUAINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIA ANIMAL TROPICAL

BR 153, Km 112, Zona Rural [CEP: 77804-970 | Araguaina/TO
(63) 3416-5424 | www.uft.edu.br | pgcat@uft.edu.br

HOMOLOGACAO DA ATA DE DEFESA DA TESE DA DOUTORANDA
\ARINA ALMEIDA MACIEL

O Colegiado do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal Tropical da Universidade Federal

do Tocantins, Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia homologa a ata de defesa da tese do doutorando

Karina Almeida Maciel, realizada as 8h30 do dia 27 de Junho de 2019. A banca de defesa foi constituida

pelos seguintes membros: Prof. Dra. Silvia Minharro Barbosa, Prof. Dra. Vera Liicia de Araiijo Bozorg,

Prof. Dra. Helcileia Dias Santos, Prof. Dra. Francisca Elda Ferreira Dias e a Prof. Dra. Gissandra

Farias Braz. Cabe ressaltar e constar em ata de defesa que a Prof. Dra. Gissandra Farias Braz participou a
distancia por meio da tecnologia da informagdo via internet.

MEMBROS DO COLEGIADO DO PPGCat ASSINATURA

VIVIiANT MM AYUML M N-UQO ’\)“,’\mm‘vvx"mwm»&/

Emerom /7'&,\/0,.4({)7[% : " {Ww %/(OZ’?Z
K}Y%EY:\)S_) @«.mm v C\D% /1%(

4/%1@ M‘“}‘l" e wf‘«@

‘Cmnh ;({‘umf}'\fm &/U\“J hu.nJL (‘guﬂm, E))\L

N Gy, W Dol Qvoble,

Sliva. W) Basidero
Prof. Dra. Silvia Minharro Barbosa
PRESIDENTE DA BANCA E ORIENTADORA

3/3



UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
B“E"OS'Tg:'A? SISTEMA DE BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS - SISBIB et e
s REPOSITORIO INSTITUCIONAL DA UFT (RiUFT) coTOCANTING
1SBIB

TERMO DE AUTORIZACAO PARA PUBLICIZACAO DIGITAL DE TESES E DISSERTACOES NA
BIBLIOTECA DIGITAL DE TESES E DISSERTACOES DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS (BDTD/UFT)

IDENTIFICACAO DO TIPO DE MATERIAL
O Trabalho de concluséo de mestrado O Relatério ou trabalho
IDENTIFICACAO DO AUTOR E DO DOCUMENTO

O Dissertagdo de pés-doutoramento
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Autor |Karina Aimeida Maciel
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Campus universitério  [Emvz "] Colegiado [Zootecnia ~ ] setor [ gl
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Distribuigao microrregional e susceptibilidade antimicrobiana de Escherichia coli patogénica isoladas de bovinos no municipio de Araguaid
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Programa/Curso Boutorado em Ciéncia Animal

Linha de pesquisa Wne e tecnologia de alimentos

Instituigdo responséavel pelo programa [mversidade Federal do Tocantins
Data da defesa m Titulo obtido [Doutora

Area de conhecimento (Tabela do CNPq) [Produgao animal
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autorizo a Universidade Federal do Tocantins, a disponibilizar sem ressarcimento dos direitos autorais, conforme
permissdes assinaladas acima, o documento em meio eletrénico, no Repositério Institucional e na Biblioteca
Digital de Teses e Dissertacdes, em formato digital PDF, para fins de leitura, impressdo ou download, a partir
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Conforme Art. 272 da Resolugdo CONSEPE n2 05/2011, preencher este Termo em duas vias. Entregar na Secretaria do Programa de P6s-
Graduagéio 01(uma) copia da ultima versGo do trabalho impresso aprovado pela banca e assinad pelo ori dor e avaliadores e 01 (uma)
copia em cd, formato pdf, acompanhado da Ata de defesa e do Termo de autorizagdo, que serd encaminhado @ Bibli do Campus pela
Secretaria do Programa de p6s-graduag@o stricto-sensu. A Biblioteca do Campus encaminhard @ Coordenagdio do SISBIB, na Vice -Reitoria,
hada dos d ata de defesa e CD com doc jigitalizado em pdf e o termo de autorizagdo assinad.
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