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RESUMO

Bactérias resistentes aos antimicrobianos representam um risco, ndo apenas para a saude
animal, como também para a saude publica. As bactérias comensais, como Escherichia coli,
sdo consideradas um bom indicador do padrdo de resisténcia de uma populacdo microbiana,
uma vez que, por residirem no intestino, estdo submetidas a constante pressdo de selecéo
resultante da administracdo de antimicrobianos, podendo sobreviver ao processo de abate de
suinos e chegar aos consumidores. Neste sentido, os objetivos deste estudo foram: i. avaliar a
frequéncia de resisténcia antimicrobiana fenotipica e a presenca de grupos clonais em E. coli
isoladas de fezes e carcacas suinas; ii. determinar o perfil fenotipico e genotipico de
resisténcia aos antimicrobianos em isolados multirresistentes de E. coli provenientes de
carcacas de suinos e identificar grupos clonais presentes em carcagas suinas; iii. comparar o
perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana em isolados de E. coli de fezes de suinos
submetidos a diferentes protocolos de administracdo de antimicrobianos via ragdo; iv.
descrever o perfil da microbiota intestinal de suinos submetidos a diferentes protocolos de uso
de antimicrobianos via ragdo. Para isto, trés etapas distintas foram realizadas. Na etapa 1, dois
ciclos de amostragem foram conduzidos em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de suinos,
sendo coletado fezes depositadas no piso da pocilga de espera e suabes de superficie de
carcacas na etapa de pré-resfriamento. Escherichia coli foi isolada dessas duas origens e
avaliada quanto a resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, 92 isolados de ambas as
origens apresentando perfil de multirresisténcia foram submetidos a analise por Pulsed-field
gel eletrophoresis (PFGE). Para a etapa 2, os isolados multirresistentes provenientes de
carcacas foram submetidos a novos testes de sensibilidade antimicrobiana e de acordo com o
perfil fenotipico foram pesquisados quanto aos genes de resisténcias e submetidos a técnica de
PFGE. Em relacdo a etapa 3, quatro grupos de suinos que utilizavam protocolos distintos de
uso de antimicrobianos via racdo foram acompanhados em todas as fases zootécnicas e
avaliados quanto a frequéncia de resisténcia antimicrobiana de E. coli e perfil bacteriano da
microbiota intestinal através do sequenciamento de duas regies do gene 16S rRNA. Entre 0s
674 isolados de E. coli da etapa 1 apenas 7,4% foram susceptiveis a todos os antimicrobianos
testados. As maiores frequéncias de resisténcia foram identificadas frente a tetraciclina
(85,9%), ampicilina (73,0%), sulfonamida (70,0%), florfenicol (65,0%) e acido nalidixico
(58,9%). Do total de isolados de E. coli, 79,5% (536/674) foram classificados como
multirresistentes. A andlise de macro restricdo (PFGE), conduzida em isolados apresentando
perfis de multirresisténcia mais prevalentes, demonstrou que isolados de fezes e carcacas
eram na maioria dos casos relacionados (similaridade >70%) nos trés matadouros-frigorificos.
Dos isolados multirresistentes provenientes das carcagas, dez novos antimicrobianos foram
testados; em relacdo a esses, as maiores frequéncias de resisténcias foram a cloranfenicol
(86,4%), estreptomicina (65,8%) e trimetoprima (57%). Cada matadouro-frigorifico
apresentou um perfil distinto de multirresisténcia predominante. Nos isolados submetidos a
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pesquisa de genes de resisténcia, foram detectados por ordem de frequéncia: strA (83,3%);
aac(3)1Va (70%); tetB (70%); sul2 (60%); floR (56,6%); tetA (50%); aph(3)la (43,3%); sul3
(26,6%) e blatem (10%); trés grupos de isolados relacionados (similaridade > 70%) foram
encontrados na anélise por PFGE. Em relacéo a etapa 3, os grupos com diferentes protocolos
de uso antimicrobianos via racdo nao apresentaram alteracdo significativa no perfil de
microbiota intestinal e contagem de E. coli; entretanto, os perfis fenotipicos de resisténcia
antimicrobiana foram distintos entre os grupos. O grupo que recebia protocolo com uso
alternado de antimicrobianos de seis classes distintas apresentou maior frequéncia de
resisténcia e multirresisténcia. De acordo com os resultados encontrados protocolos de uso
continuado de antimicrobianos na criagdo de suinos gera uma presséo seletiva, resultando em
cepas multirresistentes que podem sofrer propagacdo no ambiente e na cadeia de producéao de
alimentos. Considerando os perfis de resisténcia encontrados em E. coli originada de carcacas
suinas e fezes, em todas as etapas deste trabalho, observou-se que essas cepas s&@o
selecionadas na granja pelo uso de antimicrobianos, chegaram ao pré-abate, disseminaram-se
na linha de abate e contaminar a carcaca. O uso prudente de antimicrobianos é amplamente
citado em toda a literatura cientifica veterinaria e, conforme nossos resultados demonstraram,
deve ser incluido entre as metas da suinocultura brasileira.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana, Escherichia coli, metagendmica, suinocultura.
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ABSTRACT

Bacteria resistant to antimicrobials present a hazard not only for animal health but public
health too. Commensal bacteria, such as Escherichia coli, are considered a good indicator of
microbial population resistance, because they live in gut and are subjected to constant
pressure resulting selection of the administration of antibiotics, may survive in slaughtering
process and get consumers. In this sense, the aims of this study were: i. to evaluate the
frequency of antimicrobial phenotype resistance and presence of clonal groups for E. coli
isolated from feces and pig carcasses; ii. to determine phenotypic profile and antimicrobial
genotypic resistance in multiresistant E. coli isolated from pig carcasses and identify clonal
groups present in pig carcasses; iii. to compare phenotypic profile of antimicrobial resistance
in E. coli from swine feces submitted to different antimicrobial in-feed protocols; iv. to
describe gut microbiota profile in pigs submitted to different antimicrobial in-feed protocols.
For this, three steps were performed. In step 1, two sampling cycles were conducted in three
slaughterhouses (A, B, C) of pigs being collected feces deposited in pen floor and pre-chill
carcasses. Escherichia coli was isolated from these two sources and evaluated for
antimicrobial resistance. In addition, 92 isolates with multidrug resistance profile were
analyzed by pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE). In step 2, isolated from carcasses and
multiresistant underwent new antimicrobial susceptibility testing and in accordance with the
phenotypic profile were screened for the resistance gene and PFGE. In step 3, four groups of
pigs used different antimicrobial in-feed protocols were followed in all phases and evaluated
frequency of antimicrobial resistance and gut bacterial profile by sequencing two regions of
16S rRNA. Among the 674 E. coli isolates from step 1 just 7.4% were susceptible to all
antibiotics. The highest frequencies of resistance were: tetracycline (85.9%), ampicillin
(73.0%), sulfonamide (70.0%), florfenicol (65.0%) and nalidixic acid (58.9%). Of total E. coli
isolates, 79.5% (536/674) were multidrug. Macrorestriction analysis (PFGE), conducted in
isolates with profiles more prevalent multidrug resistance showed that isolated from feces and
carcasses were in most cases related (>70% similarity) in the three slaughterhouses. The
multiresistant isolates from carcasses, ten new antibiotics were tested, with greatest
frequency in add antimicrobial resistance were: chloramphenicol (86.4%), streptomycin
(65.8%) and trimethoprim (57%). Each slaughterhouse showed a distinct profile of resistance
and number of resistance markers. Isolates submitted to research genes were detected in
order of frequency: strA (83.3%); aac(3)IV (70%); tetB (70%); sul2 (60%); floR (56.6%);
tetA (50%); aph(3)la (43.3%); sul3 (26.6%) and blatem (10%); and three related groups
(similarity > 70%,) were formed in PFGE. For step 3, groups with different antimicrobial in-
feed had no significant change in gut microbiota profile and E. coli counts; however the
phenotypic profiles of antimicrobial resistance were different between the groups. The group
receiving protocol with alternate use of antimicrobials six different classes showed higher
frequency of resistance and multidrug resistance. According to the results, different protocols
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of antimicrobial in pig farming creates a selective pressure, resulting in multi-drug resistant
strains that may contribute to spread environment and in food production chain. Considering
the resistance profiles found in E. coli originated from swine carcasses and feces, in all
stages of this work, it was observed that these strains were selected for in farm by use of
antimicrobials, reached the pre-slaughter, spread in the slaughterhouse and carcasses. The
concept of prudent use of antimicrobials is widely quoted in all the veterinary scientific
literature and, as our results showed, it should be included among the goals of the Brazilian
pig farming.

Key-words: antimicrobial resistance, Escherichia coli, metagenomic, pig farming.
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de carne suina esti em constante expansao; nesse cenério, o Brasil
ocupa a quarta colocacdo entre paises produtores, com uma producdo média de 3.470 mil
toneladas, ficando atrds da China, Unido Europeia e Estados Unidos. No ultimo ano, foi
registrado um crescimento de 4,95%, na producdo brasileira de carne suina de acordo com
Associacdo Brasileira de Proteina Animal — ABPA. Desta producdo, 85,8% foi
comercializado no mercado interno e 14,2% foi destinado a exportacdo, mantendo o Brasil
como quarto maior exportador mundial, com 505 mil toneladas exportadas por ano (ABPA,
2015).

Os regulamentos nacionais e internacionais exigem que os produtos de origem animal
sejam indcuos aos consumidores, ou seja, ndo carreadores de micro-organismos patogénicos,
principalmente aqueles causadores de zoonoses. Adicionalmente, observa-se crescente
preocupacao relativa a resisténcia antimicrobiana na microbiota patogénica ou comensal
veiculada por alimentos. As bactérias resistentes aos antimicrobianos, quando presentes em
animais de producdo, representam um risco nao apenas para a saude animal, como também
para a salde publica, uma vez que podem ser transmitidas aos humanos como contaminantes
de alimentos. O Codex Alimentarius (Programa das Nagdes Unidas Sobre Harmonizacéo de
Normas Alimentares) reconhece que a resisténcia antimicrobiana é um dos principais
problemas de salde publica global e uma questdo de seguranca dos alimentos, tanto em
bactérias patogénicas quanto em comensais (CAC, 2011).

Pelo menos 25.000 pacientes na Unido Europeia e 23.000 nos Estados Unidos vém a
6bito, anualmente, por infeccBes causadas por bactérias multirresistentes. A administracao
ndo-terapéutica de antimicrobianos para animais, tem sido apontada como um dos fatores que
contribuem para a multirresisténcia, fazendo com que os produtos de origem animal sejam
indicados como potenciais veiculos de disseminacdo dessas cepas (PANTOSTI, 2012). Em
2015, foi publicado o primeiro estudo sobre a relagdo entre o consumo de antimicrobianos,
em seres humanos e animais de producdo, e a resisténcia antimicrobiana em bactérias na
Unido Europeia onde foi revelado um consumo de antimicrobianos maior em animais do que
em seres humanos; entretanto, o consumo de drogas consideradas de maior importancia, como
fluoriquinolonas e cefalosporina de 32 e 42 geracao, foi maior em humanos. A associacdo entre
consumo e a correspondente resisténcia de bactérias foi encontrada nos dois casos, inclusive a

relacdo entre o uso das drogas em animais e o0 aparecimento de resisténcia em bactérias
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isoladas de humanos (ECDC/EFSA/EMA, 2015). Esta disseminacdo de genes de resisténcia
ndo se restringe apenas aos isolados de mesma espécie, mas pode ocorrer entre diferentes
espécies e géneros, o que também constitui um importante fator de risco (SCHWARZ et al.,
2006). Com isso, mudangas conceituais e praticas na producdo animal tém sido debatidas e
introduzidas em diversos paises.

Em 1968, na Gra-Bretanha, foi criado o Comité Misto para obter informacdes sobre a
utilizacdo de antimicrobianos em medicina veterinaria com especial referéncia a resisténcia
antimicrobiana. O Comité buscou considerar as implicacdes do uso de antimicrobianos na
producdo animal e na saude humana, além de elaborar recomendacfes para 0 uso prudente
dos mesmos. A partir disso, foi publicado o relatério de Swann, no qual se recomendou a
exclusdo de todos os antimicrobianos que estavam prescritos como agentes terapéuticos em
medicina humana ou veterinaria da alimentacdo de animais, bem como aqueles associados
com o desenvolvimento de resisténcia cruzada as drogas utilizadas em humanos
(GUARDABASSI et al., 2010).

Em relagdo ao banimento do uso de antimicrobianos como aditivos em ragéo, a
primeira recomendacéo foi emitida em 1997 pela Organizacdo Mundial da Saiude (WHO). Em
1998, a Dinamarca foi o primeiro pais a seguir esta recomendacdo. Durante 0s anos seguintes,
a prevaléncia de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos isolados de animais de
producdo, matadouros-frigorificos, alimentos de origem animal e dos proprios humanos foi
amplamente estudada, além do custo econdmico do banimento para a producdo animal no
referido pais. Em 2001, o consumo total de antimicrobianos na producdo de suinos e aves
havia diminuido 54%, em relacdo ao ano de 1994. Dessa forma, amostras de Enterococcus
que demonstravam indices de resisténcia entre 60 a 80% em isolados de animais e alimentos
de origem animal, apresentaram frequéncia de resisténcia de apenas 5 a 35% apds a proibicéo.
Essa recomendacao causou prejuizos como o aumento na frequéncia de quadros de diarreia,
ganho de peso mais lento em suinos, além do aumento de custo na producdo em 1%;
entretanto, os lucros totais da producdo de carne suina aumentaram (FERBER, 2003). Agersg
e Aarestrup (2013) concluiram que a interrup¢do do uso de cefalosporina na Dinamarca
reduziu significativamente a ocorréncia de Escherichia coli produtora de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL). Outros estudos, contudo, relataram que o banimento de
antimicrobianos via ragdo em suinos resultou, em alguns casos, em prejuizo a satde animal,
sem a reducdo da frequéncia de isolados resistentes (PHILLIPS, 2007; WASSENAAR e
SILLEY, 2008).
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Na Unido Europeia, em 1999, a utilizacdo de cinco moléculas relacionadas com
medicamentos de uso na terapéutica humana foi proibida. Em 2006, essa proibicdo baniu o
uso de todos os antimicrobianos, como preventivo ou promotores de crescimento (aditivos)
via racdo, atendendo ao chamado “principio da precaug¢dao”. No entanto, o uso terapéutico
permanece autorizado, desde que o produto veterinario tenha sido aprovado pela Agéncia
Europeia para Medicamentos (EMEA) para utilizacdo na espécie animal pretendida.
Atualmente, estratégias para o uso de antimicrobianos estdo tracadas até o ano de 2020
(ECDC/EFSA/EMA, 2015). J4 os Estados Unidos adotaram o “principio da prova”, pelo qual
a suspensdo do uso de uma droga deve ser precedida pela coleta de dados que evidenciem o
surgimento da resisténcia. Esse programa de coleta de dados tem sido conduzido pelo
National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) em parceira com o Food
and Drug Administration (FDA), Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) e o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Em 2013, foi criado um comité
para avaliar estes programas e determinar as metas até 2020, originando o National Strategy
for Combating Antibiotic Resistant Bacteria — CARB.

O Brasil conta com o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal (PNCRC), que é operacionalizado por meio de quatro subprogramas: Monitoramento;
Investigacdo; Exploratério; e Monitoramento de Produtos Importados. Este programa tem
como finalidade garantir a inocuidade dos alimentos quanto a presenca de residuos
decorrentes do uso de drogas veterinarias, agroquimicos e contaminantes ambientais. O limite
de seguranca ou limite maximo de residuo (LMR) tem como base as recomendac@es feitas
pelo Codex Alimentarius (BRASIL, 1999) e sdo estabelecidos com base na andlise
toxicoldgica e farmacocinética da substancia quimica, ou seja, do risco ou perigo que ela
possa representar para a saide humana. No entanto, leva em consideracdo o desaparecimento
do residuo, mas ndo abrange a selecdo de cepas bacterianas resistentes. Em 2003, a ANVISA
iniciou o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de
Origem Animal (PAMVet) que entrou em vigor pela RDC n° 253, sendo implantado
primeiramente com avaliagdo de leite bovino, incluindo outros alimentos como meta para 0s
proximos anos (BRASIL, 2003). Entretanto, até 2015, nenhuma atualizacdo do programa
havia sido publicada.

Ja o Programa Nacional de Farmacovigilancia Veterinaria, em vigor desde 2008
(BRASIL, 2008), tem como objetivo detectar, identificar, avaliar e monitorar os danos,
eficacia, qualidade e riscos do uso dos produtos veterinarios, aditivos anticoccidianos e

aditivos melhoradores de desempenho a base de antibioticos registrados em todo o territrio
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nacional e comercializados no Brasil e no exterior. Para o problema de resisténcia
antimicrobiana, propriamente dita, estd em vigor, desde 2004, o Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF) para os
géneros Salmonella, Enterococcus, Listeria e Campylobacter (BRASIL, 2004; BRASIL,
2008). Em 2014, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) implantou o
Programa Nacional de Monitoramento de Resisténcia a Antimicrobianos em Recursos
Pesqueiros (BRASIL, 2014). Especificamente para suinos, ndo ha um programa com essa
abordagem. A Unica exigéncia para a suinocultura, segundo o MAPA, é a entrega de boletim
sanitario dos lotes encaminhados ao abate, informando ao matadouro-frigorifico o uso de
drogas terapéuticas e ndo terapéuticas, dosagem e periodo de caréncia.

Em relacdo aos aditivos zootécnicos, a Instrucdo Normativa n® 65/2006 cita que 0s
produtos medicados, como ragdo, suplementos, premixes, nucleos ou concentrados, ndo
podem conter antimicrobianos com os mesmos principios ativos de medicamentos de uso
terapéutico (BRASIL, 2006; BRASIL, 2011). Alguns principios ativos, como anfenicdis,
tetraciclinas, B-lactdmicos (benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas
sistémicas, sdo de uso exclusivamente terapéutico em animais, sendo vedada a sua utilizagédo
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos
para animais (BRASIL, 2009). Outros principios ativos como o cloranfenicol, nitrofuranos
(BRASIL, 2003), olaquindox (BRASIL, 2004), carbadox (BRASIL, 2005), eritromicina e
espiramicina (BRASIL, 2012) tém seu uso proibido sob qualquer forma.

Mesmo apds o incremento da regulamentacdo de antimicrobianos em diversos paises,
0 assunto permanece polémico, principalmente, porque o banimento obriga a suinocultura a
uma mudanca no manejo dos animais, podendo levar a perdas produtivas numa légica de
producdo intensiva, como é o caso do Brasil. Por outro lado, esse movimento parece ser
irreversivel, principalmente pelo fato da percepcdo do consumidor em varios paises ser
favoravel ao ndo-uso de antimicrobianos. A tendéncia é que haja um efeito em cadeia no
sentido do banimento e de modificacdes de manejo em todos os paises que produzem carne
suina e que desejam competir no mercado internacional (MILLET, 2010). Por este motivo,
estudos relacionados a resisténcia antimicrobiana em isolados de origem animal sao
importantes para chegar a um diagnostico do cenario atual e analisar o risco oferecido ao
consumidor pelos produtos brasileiros de origem animal.

Diversos estudos relatam o isolamento de cepas resistentes em amostras provenientes
de origem suina, ao longo de toda producdo até o produto final, e em diferentes géneros,
como: Campylobacter (GEBREYES et al., 2005), Salmonella (GEBREYES et al., 2004;
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MURMANN et al., 2009; GUERRA et al., 2011; KICH et al., 2011; LOPES et al., 2015),
Enterococcus (CAMPOS et al., 2015), Listeria (FERRONATTO et al., 2012). Essas bactérias
podem contaminar a carcaga durante o abate, ultrapassar as barreiras existentes durante o
processamento do alimento e colonizar e multiplicar-se no trato gastrointestinal do
consumidor (APLEY et al., 2001).

No cenério de producdo de suinos no Brasil, sdo comumente encontradas granjas que
utilizam antimicrobianos em todas as fases de criagdo, respeitando o periodo de caréncia, que
varia de acordo com a droga utilizada, para obedecer a legislacdo relativa a presenca de
residuos. A situacao relativa a resisténcia antimicrobiana em bactérias que habitam o intestino
de suinos criados de acordo com as praticas rotineiras de manejo, bem como a importancia
dessas bactérias na carcaca suina, ainda é pouco investigada. Da mesma forma, ha dificuldade
em estudar o cendrio de resisténcia da microbiota intestinal em manejos que ndo utilizem
antimicrobianos administrados como aditivos via ra¢do, uma vez que essa pratica nao é
adotada em granjas comerciais. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi contribuir para o
conhecimento da resisténcia antimicrobiana em Escherichia coli em suinos e avaliar a

influéncia do uso de antimicrobianos via racdo na microbiota intestinal de suinos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de antimicrobianos na suinocultura

O uso de antimicrobianos na cadeira produtiva animal pode ser feito de quatro formas:
como aditivo zootécnico ou melhoradores de desempenho, uso metafilatico, profilatico e/ou
terapéutico. Na medicacdo como aditivo zootécnico, sdo utilizadas concentraces sub-
terapéuticas de antimicrobianos. De acordo com a Instrucdo Normativa n® 26/2009, os
antimicrobianos indicados como promotores de crescimento devem apresentar eficacia e
seguranga comprovada na dose e espécie alvo de indicacdo de uso (BRASIL, 2009). O modo
de agdo ndo estd totalmente esclarecido, entretanto os mecanismos podem incluir uma
reducdo da carga bacteriana total e o aumento da absorcdo de nutrientes, além de favorecer
alguns grupos de micro-organismos (BUTAYE et al., 2003). E aceito que o uso de
antimicrobianos via racdo melhora a eficiéncia alimentar por reduzir a carga bacteriana
entérica, diminuindo, assim, a energia consumida; esta energia disponivel é utilizada no
crescimento do animal (HARDY, 2002). Entretanto, ndo ha apenas beneficios no uso dos
aditivos zootécnicos. Um exemplo do efeito negativo € o aumento da frequéncia de doencas,
pois com a eliminacdo das bactérias comensais da microbiota intestinal, aumenta a chance de
cepas patogénicas e resistentes aos antimicrobianos colonizarem o intestino (HILL et al.,
2010).

O uso metafilatico de antimicrobianos ocorre quando a administracdo é feita em
animais doentes e naqueles em contato com esses, assim que 0s primeiros sinais de alguma
enfermidade sdo detectados no rebanho. Assim, é permitido um primeiro contato do animal
com a bactéria, estimulando o sistema imune, mas é aplicado o antimicrobiano antes que
ocorram sinais de infeccdo ativa (BARCELLOS et al., 2009). Neste caso, ndo € utilizada
subdosagem do principio ativo (KARRIKER et al., 2012).

A medicacdo na forma profilética, ou preventiva, é utilizada de forma individual ou no
grupo antes que a doenca ocorra. De acordo com a probabilidade de ocorrer uma doenga
especifica em uma determinada faixa etaria, ¢ aplicada uma medicagdo em dosagem
terapéutica, por um periodo curto, de forma que previna a infeccdo (BARCELLOS et al.,
2009; KARRIKER et al., 2012). Geralmente, a administracéo profilatica é realizada em forma

de pulsos de adicdo de antimicrobianos na ragéo, principalmente nas etapas de maior estresse
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para 0s animais, como o periodo pds-desmame, troca de alojamento e contato com animais de
origens diferentes.

O uso terapéutico ocorre no tratamento dos animais doentes, ap6s o diagnostico do
médico veterinario e, de preferéncia, ap6s a realizacdo de teste de susceptibilidade
antimicrobiana do agente etiolégico, como forma de garantir a eficiéncia terapéutica e
prevenir casos de resisténcia antimicrobiana. Para escolha da droga a ser utilizada, deve-se
levar em consideracdo, também, o espectro de acdo, a farmacocinética, reacdes adversas e a
autorizacdo de uso na suinocultura. Deve-se sempre avaliar os resultados obtidos com o
tratamento, e quando necessario, mudar o protocolo (KARRIKER et al., 2012).

Dentre todas as formas de uso de antimicrobianos, o aspecto que mais tem sido
questionado é o emprego de subdosagens ou, até mesmo, dosagens terapéuticas de forma
profilatica na producdo animal. O uso desses medicamentos aumenta a chance de selecdo de
cepas resistentes, propiciando o surgimento de cepas multirresistentes (GUARDABASSI et
al.,, 2010; SCHWARZ et al., 2010). Nos Estados Unidos, ndo é restringido o uso de
antimicrobianos de nenhuma forma, porém recomenda-se seu uso de forma prudente. As
bactérias que tém sido monitoradas para basear as decisdes sdo: Salmonella, Campylobacter,
Escherichia coli e Enterococcus. Com base nos resultados obtidos podera haver informacdes
suficientes para promover a suspensdo do uso de um determinado antimicrobiano, caso que
ocorreu com o uso de fluoroquinolonas em frangos (TURNIDGE, 2004). Os mesmos dados
fornecem base para auxiliar na aprovacdo de medicamentos eficazes e seguros para 0S
animais.

Ja outros paises optaram por proibir o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento, como foi o caso da Unido Europeia (Regulamento CE n° 1831/2003). Essa
medida levou a drastica reducdo na quantidade total de antimicrobianos administrados aos
animais; entretanto, resultou em aumento no uso de antimicrobianos para fins terapéuticos
(BUROW et al., 2014). A proibicdo total tem sido questionada, pois o0s resultados
zootécnicos, obtidos apés 2006 na UE, ndo tém sido positivos. Houve um aumento na
ocorréncia de doencas, enquanto a eficiéncia da producdo diminuiu. Em resposta a isso,
estratégias que visam estimular as defesas naturais do hospedeiro, por meio do uso de
substancias capazes de modular fun¢Bes imunes, plasma spray-dried, derivados de levedura,
extratos de plantas e prébioticos, tém sido estudadas como alternativas para substituir o uso de
antimicrobianos (GALLOIS et al., 2009; ALLEN et al., 2013; ALLEN et al., 2014).

Novos conceitos, como os esforcos para erradicagdo de isolados resistentes, também

tém sido avaliados. Na Alemanha, medidas de descontaminacdo foram utilizadas
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experimentalmente numa granja para eliminar cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro ampliado
(ESBL). O processo de descontaminacdo eliminou as cepas de MRSA e ESBL, e incluiu a
remocdo completa dos suinos, limpeza e desinfec¢do das baias, e melhorias de qualidade no
manejo. Apds 12 meses desse processo, isolados ESBL positivos ndo foram mais
encontrados; entretanto, outras cepas MRSA, introduzidas a partir de outras origens, foram
isoladas a partir de suinos e do ambiente. Concluiu-se que os protocolos de descontaminagédo
podem ser bem-sucedidos, no entanto ndo impedem a introducdo de novas cepas, sendo
necessario monitoramento constante (SCHMITHAUSEN et al., 2015).

2.2 Resisténcia aos antimicrobianos

Os micro-organismos podem apresentar capacidade de resistir aos efeitos dos
antimicrobianos. Existem vérias definicdes de resisténcia, baseadas em diferentes critérios,
sendo as mais utilizadas a microbioldgica e a clinica. Segundo o critério microbiol6gico, um
isolado € considerado resistente quando consegue se multiplicar in vitro na presenga de
concentracdes do antimicrobiano maiores do que o ponto de corte estabelecido para cepas
filogeneticamente relacionadas. Do ponto de vista clinico (in vivo), uma cepa é considerada
resistente quando a terapia antimicrobiana instituida ndo resulta na sua eliminacdo. Nesse
caso, a resisténcia ao tratamento inclui outros fatores determinantes como: o sitio da infecgéo,
a dosagem do antimicrobiano, o tempo de tratamento e o estado imunoldgico do hospedeiro
(GUARDABASSI e COURVALIN, 2006; BLAHA, 2011).

A resisténcia antimicrobiana pode ser classificada como natural ou adquirida. A
resisténcia natural, ou também chamada de intrinseca, ocorre quando ha auséncia de um
processo metabdlico influenciavel pelo antimicrobiano, ou a presenca de particularidade na
morfologia bacteriana que impede a sua acdo. A resisténcia adquirida € uma propriedade de
um dado isolado, que pode ser desenvolvida devido a mutagdo no DNA ou pela aquisi¢do de
um gene de resisténcia (SCHWARZ et al., 2006). A partir do surgimento desse isolado
resistente, populagdes bacterianas inicialmente susceptiveis a determinado antimicrobiano
podem tornar-se resistentes, geralmente apds selecédo resultante do uso do principio ativo.

As bactérias podem se tornar resistentes aos antimicrobianos através de varios
mecanismos (TENOVER, 2006; ALEKSHUN e LEVY, 2007; VAN HOEK et al., 2011):

i. alteracbes da permeabilidade da parede celular bacteriana, que restringe 0 acesso aos

antimicrobianos nos locais alvo;
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ii.  bomba de efluxo;

iii.  modificacdo enzimatica da molécula antimicrobiana;

Iv. degradacdo do agente antimicrobiano;

v.  aquisicdo de vias metabdlicas alternativas as inibida pelo fa&rmaco;
vi.  alteracdo dos alvos de antimicrobianos;

vii.  superproducdo da enzima alvo.

A aquisicdo horizontal de genes a partir de outras bactérias ocorre por mecanismos
como a conjugacdo, transducdo e transformacdo. A conjugacdo é mediada por plasmideos,
conjugativos ou mobilizaveis, transferidos entre duas células que se encontram ligadas por
uma fimbria especifica denominada pilus. Isto permite que a cOpia de um determinado
plasmideo de resisténcia seja transferida de uma bactéria resistente para outra suscetivel. Na
transducdo, porcdes do DNA séo transferidas de uma bactéria a outra, carreada por um virus
bacteriano (bacteriofagos ou fagos). Ja na transformacéo, ocorre a transferéncia de fragmentos
de DNA livre incorporados por uma bactéria receptora. As porcbes de DNA transferidas
podem ser incorporadas ao genoma da célula receptora por meio de recombinacéo.
Eventualmente essas sequéncias de DNA compreendem genes de resisténcia aos
antimicrobianos, que serdo incorporados ao genoma da célula receptora (TENOVER, 2006;
MADIGAN et al., 2010).

As mutacgdes sdo outra forma de aquisicdo de resisténcia, podendo levar a alteracdo do
sitio de ligacdo do agente antimicrobiano, hiper-regular a producdo de enzimas que inativam o
principio ativo do farmaco e, até mesmo, alterar proteina de transporte da membrana externa
(TENOVER, 2006; ALEKSHUN e LEVY, 2007).

Os isolados bacterianos que carreiam tanto modificagdes genbmicas devido as
mutagOes, quanto pela aquisicdo de genes que conferem resisténcias, sdo selecionadas pelo
uso do antimicrobiano alvo da resisténcia adquirida. Quando a resisténcia ocorre devido a
mutacdo cromossdmica e selecdo, é denominada evolugdo vertical; ja aquela que ocorre
através da aquisicdo de material genético de outra bactéria é denominada evolugdo horizontal,

podendo ocorrer até mesmo entre diferentes espécies ou géneros.
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2.2.1 Mecanismo de resisténcia as principais classes de antimicrobianos

a) Resisténcia a f-lactamicos

Os B-lactamicos constituem um grupo de farmacos com presenca de um grupamento
quimico denominado anel B-lactamico. Pertencem a este grupo as penicilinas — primeiro
antibiotico, descoberto em 1929, cefalosporinas, cefamixinas, oxicefamixinas,
carbapeménicos, acido clavulanico, sulbactam e os monobactamicos (VAN HOEK et al.,
2011). S&o utilizados no tratamento de diversas infec¢bes causadas por micro-organismos
Gram-positivos e Gram-negativos, tanto em medicina humana quanto em medicina
veterinaria. O mecanismo de agdo ocorre pela inibicdo da sintese da parede celular bacteriana
através da ligacdo as enzimas PBPs (proteinas ligantes de penicilina), interferindo com a
ligacdo cruzada do peptideoglicano que compdem a parede bacteriana. Com isso, ha perda da
rigidez da parede, levando a lise osmotica (VAN HOEK et al., 2011). Seu uso em animais no
Brasil é liberado (BRASIL, 2010), entretanto os P-lactdmicos (benzilpenicilamicos e
cefalosporinas) sdo exclusivamente de uso terapéutico, sendo vedada a sua utilizagdo como
aditivos zootécnicos ou como conservante de alimentos para animais (BRASIL, 2009).

O primeiro relato de resisténcia antimicrobiana nesta classe ocorreu em 1940, quando
foi detectada a enzima B-lactamase AmpC em Escherichia coli; desde entdo a resisténcia
contra essas moléculas tem sido relatada de forma crescente. Existem varios mecanismos de
resisténcia ja descritos (SCHWARZ et al., 2006; VAN HOEK et al., 2011). Em bactérias
Gram-negativas o principal mecanismo relaciona-se a inativagdo do antimicrobiano por B-
lactamases, enzimas capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico de penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. As B-lactamases tém sido classificadas segundo os esquemas de Ambler ou
de Bush-Jacoby-Medeiros. Segundo a classificacdo de Ambler, as enzimas séo divididas em
quatro grandes classes (A a D), com base na homologia proteica. A classe A corresponde as
penicilinases, a B as metalo-p-lactamases, a C as cefalosporinases e a D as oxacilinases. Ja a
classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros agrupa as [-lactamases de acordo com as
semelhancgas funcionais. Existem quatro grupos principais e varios subgrupos (BUSH et
al.,1995; BABIC et al., 2006).

Destacam-se nos ultimos anos as B-lactamases de espectro ampliado (ESBLSs), as quais
conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e monobactdmicos, mas sao inibidas por

acido clavulanico. Sao incluidas nas classes A e D de Ambler, e nos grupos 2be ou 2d de



25

Bush-Jacoby-Medeiros, e podem ser classificadas em diversas familias, como TEM, SHV,
OXA, CTX-M, PER, CARB- e VEB (BRADFORD, 2001).

As primeiras ESBLs identificadas foram derivadas de genes bla que codificam
enzimas TEM-1 e SHV-1, variantes predominantes durante as décadas de 80 e 90, e
encontradas principalmente em isolados de Klebsiella pneumoniae e E. coli causadora de
infeccdes nosocomiais (PATERSON e BONOMO, 2005). Os genes correspondentes foram
muitas vezes localizados em plasmideos, facilitando sua propagacéo (LIEBANA et al., 2013).
Entre as B-lactamases do tipo TEM, aquelas codificadas pelos genes blatem-1 e blatem-13s,
pertencem a classe 2b e codificam as penicilinases e cefalosporinases de amplo espectro. Ja
outros genes, como blatem-3, blatem-4, blatem-20, blatem-2s, blatem-27, blatem-s2, blatem-es,
blatem-131, blatem-144, blatem-149 € blaTem-18s codificam B-lactamases de espectro ampliado e
pertencem a classe 2be.

Durante a ultima década, tém sido observadas ESBLs derivadas de enzimas do tipo
CTX-M, que incluem pelo menos seis grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9,
CTX-M-25 e KLUC (CANTON et al., 2012; D’ANDREA et al., 2013; SCHINK et al., 2013),
sendo consideradas as mais prevalentes em Enterobacteriaceae. Mais de 150 variantes do
grupo CTX-M ja foram descritas. Os genes blactx-m encontrados em isolados clinicos de
Enterobacteriaceae sdo geralmente localizados em grandes plasmideos conjugativos (ZHAO
e HU, 2013), embora em algumas cepas tenham sido encontrados no DNA cromossémico
(MAHROUKI et al., 2012). Em monitoramento realizado pela Alemanha com isolados de E.
coli provenientes de animais, foram descritos os genes blacrx-m-1, blactx-m-2, blacTx-m-3,
blactx-m-15 € blactx-m-52, sendo todos os genes carreados por plasmideos (SCHINK et al.,
2013).

Ja as P-lactamases do tipo AmpC sdo cefalosporinases codificadas por genes
cromossémicos ou, em genes plasmidiais em muitas bactérias Gram-negativas (LIEBANA et
al., 2013). Conferem resisténcia as penicilinas e cefalosporinas de primeira, segunda e terceira
geracdo, podendo hidrolisar cefamicinas (cefoxitina), oximinocefalosporinas (ceftazidima,
cefotaxima e ceftriaxona) e monobactamicos (aztreonam); entretanto ndo tém acdo sobre
cefalosporinas de quarta geracdo e carbapenémicos (LIEBANA et al., 2013). Em contraste
com ESBLs, B-lactamases do tipo AmpC ndo sdo inibidas pelo &cido clavulanico. A
resisténcia as cefalosporinas ocorre devido as mutagdes no promotor ou atenuador do gene,
resultando em super-expressdo da enzima. As bactérias que ndo possuem O gene
cromossdmico AmpC, podem adquiri-lo atraves de plasmideos conjugativos (JACOBY,
2009). Diferentes familias de p-lactamases do tipo AmpC tém sido descritas: CMY, ACC,
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ACT, DHA, FOX, MIR e MOX. Muitas dessas enzimas ja foram encontradas em isolados da
familia Enterobacteriaceae provenientes de animais de producdo e alimentos. O gene blacmy-
» € considerado o mais comum (BEN SALLEM et al., 2012; LIEBANA et al., 2013).

b) Resisténcia a aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos caracterizados pela presenga de um anel
aminociclitol ligado aos aminoagUcares de sua estrutura. A primeira molécula, estreptomicina,
foi descoberta em 1940, em Streptomyces griseus. Apos, outras moléculas foram sendo
caracterizadas, ndo sO a partir de espécies de Streptomyces, mas também de Micrononospora,
aléem de derivados semissintéticos. Aminoglicosideos apresentam largo espectro
antimicrobiano, além de apresentarem sinergismo com diversas classes. Como exemplos
destas drogas, podemos citar a estreptomicina, canamicina, gentamicina, tobramicina e
amicacina. Sua atividade bactericida ocorre pela ligacdo aos ribossomos (fracdo 30S),
impedindo a leitura correta do RNA mensageiro e a sintese proteica correspondente
(BECKER e COOPER, 2013).

Varios mecanismos de resisténcia ja foram descritos, como: i. sistemas de efluxo; ii.
mutacOes ribossdmicas; iii. diminuicdo da permeabilidade; e, iv. inativacdo da droga por
enzimas modificadoras. A presenca de enzimas modificadoras de aminoglicosideos é
considerada o principal mecanismo de resisténcia. Estas proteinas sdo classificadas em trés
grandes classes, de acordo com o tipo de modificacdo: AAC (acetiltransferases), ANT
(adeniltransferases ou nucleotidiltransferases), APH (fosfotransferases) (VAN HOEK et al.,
2011; BECKER e COOPER, 2013). A maioria dos genes codificadores dessas enzimas ja foi
identificada em bactérias Gram-negativas e encontra-se em plasmideos ou transposons
podendo conferir resisténcia a diversos antimicrobianos (SCHWARZ et al., 2006;
BYARUGABA, 2010).

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos podem ser nomeadas a partir de dois
sistemas: (1) de acordo com acdo enzimatica — utilizam-se as trés letras (AAC, ANT, APH),
seguidas de um numero entre parénteses que identifica o sitio de modificacéo e, logo apds,
um numeral romano para designar a subclasse ou subtipo; (II) de acordo com o gene
codificador — utilizam-se as trés letras minGsculas em italico para cada tipo de atividade (aac,
aad, aph), uma letra maiuscula para identificar o sitio da modificacdo e um nimero para o
subtipo do gene (SCHWARZ et al., 2006).
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Atualmente existem quatro classes de enzimas AACs: AAC(1); AAC(3)-1 a X;
AAC(2’)-1 e AAC(6°)-1 a IV. As enzimas do tipo aminoglicosideo fosfotransferases (APH),
codificadas pelos genes aph, sdo responsaveis pela fosforilacdo de grupamentos hidroxila em
aminoglicosideos, resultando em alteragdo na capacidade de ligacdo aos ribossomos. Sete
classes sao descritas dessas enzimas: APH(2’")-1 a IV, APH(3’)-1 a VII, APH(3”")-1, APH(4)-
I, APH(6)-1, APH(7°’)-1 e APH(9)-1. Ja as enzimas aminoglicosideo adeniltransferases (AAD
ou ANT) apresentam-se divididas em cinco classes: ANT(2’’), ANT(3”), ANT(4’), ANT(6) e
ANT(9); conferem resisténcia a tobramicina, amicacina e gentamicina (BECKER e COOPER,
2013).

c) Resisténcia as tetraciclinas

A primeira molécula desta classe foi caracterizada em 1948. A partir desse periodo,
foram identificadas novas tetraciclinas principalmente em espécies de Streptomyces. Estas
moléculas sdo antimicrobianos de amplo espectro, bacteriostaticos, incluindo as tetraciclinas,
oxitetraciclinas, clortetracilinas, doxiciclinas e minociclinas. Estes antimicrobianos inibem a
sintese proteica de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas por ligarem a subunidade 30S
do ribossomo bacteriano (THAKER et al., 2010). Seu uso em medicina veterinaria é proibido
como aditivo zootécnico ou como conservante de alimentos para animais (BRASIL, 2009).

Até meados de 1950, a maioria das bactérias comensais e patogénicas eram sensiveis a
tetraciclina. No entanto, a partir de 1953 isolados resistentes a essa classe foram surgindo.
Trés mecanismos para a resisténcia as tetraciclinas sdo descritos: i. proteinas de protecdo
ribossomal, ii. inativacdo enzimaética, e, iii. bombas de efluxo, sendo o Gltimo, 0 mecanismo
mais comumente observado. O efluxo da droga ocorre através de uma proteina de exportacéo
MFS (major facilitador superfamily). Estas proteinas, localizadas na membrana
citoplasmatica da bactéria, sdo codificadas pelo gene tet. Sua acdo ocorre pelo bombeamento
do antimicrobiano, logo apds seu ingresso no citoplasma bacteriano, fazendo com que a
concentragdo intracelular da droga ndo seja suficiente para ser efetiva (CHOPRA e
ROBERTS, 2001).

As proteinas de efluxo para tetraciclinas apresentam aminoacidos e estrutura proteica
semelhante as bombas de efluxo responsaveis pela resisténcia a outros principios ativos, como
amdnia quaternaria, cloranfenicol e quinolona, podendo levar a multirresisténcia. Ha mais de
40 genes tet descritos, sendo que em bactérias Gram-negativas, estes genes geralmente estdo

localizados em grandes plasmideos, os quais estdo amplamente distribuidos na populagédo



28

bacteriana. Como estes plasmideos geralmente carreiam outros genes de resisténcia, a selecéo
de qualquer gene presente co-seleciona a resisténcia a tetraciclina. Esse fato justifica a

elevada prevaléncia de resisténcia a tetraciclina encontrada na literatura (NG et al., 2001).

d) Resisténcia aos fenicois

O cloranfenicol foi isolado de Streptomyces venezuelae em 1947. Por apresentar uma
molécula com estrutura bastante simples, € um grupo que apresenta um numero pequeno de
derivados sintéticos (VAN HOEK et al., 2011). Sdo considerados bacteriostaticos, pois se
ligam a fracdo 50S do ribossomo bacteriano, competindo com 0 mRNA e impedindo a sintese
proteica. O espectro de acdo inclui bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerdbias e
anaerdbias. O uso de cloranfenicol em animais de producédo é proibido no Brasil (BRASIL,
2003), entretanto o uso de florfenicol de forma terapéutica e profilatica é liberado e muito
utilizado na suinocultura.

A resisténcia ao cloranfenicol é geralmente devido & inativacdo através da enzima
cloranfenicol acetiltransferase (CATS), tipos A e B. As CATs promovem acetilacdo da
molécula de cloranfenicol, originando um derivado que ndo consegue interagir com 0S
ribossomos bacterianos (KEHRENBERG et al., 2005). O florfenicol, derivado do
cloranfenicol, é resistente a inativacdo pelas enzimas CAT, pois houve uma substitui¢do do
grupo hidroxilico no carbono 3 por um atomo de fltor. Assim, o sitio de acetilacdo inexiste;
consequentemente, as cepas resistentes ao cloranfenicol sdo susceptiveis ao florfenicol
(SCHWARZ et al., 2006; BYARUGABA, 2010). Adicionalmente, a resisténcia aos fenicois
pode estar associada com a aquisicdo e expressdo de proteinas de efluxo, principalmente em
bactérias Gram-negativas (VAN HOEK et al., 2011).

Os genes cat codificam CATSs, sendo o gene catAl o mais frequente, muitas vezes
localizados em plasmideos. O mecanismo de bomba de efluxo é codificado por genes clmA e
floR. A expressdo do gene clmA resulta em resisténcia ao cloranfenicol, mas ndo ao
florfenicol. A expressdo do gene floR resulta no efluxo, tanto de cloranfenicol quanto
florfenicol (VAN HOEK et al., 2011).

e) Resisténcia as sulfonamidas

As sulfonamidas pertencem as mais antigas drogas sintéticas, tendo sido utilizadas

pela primeira vez em 1932. Sdo quimioterdpicos derivados da sulfanilamida, que se
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caracterizam por conter moléculas de enxofre e grupamentos amina na molécula. As
sulfonamidas sdo analogas do &cido para-aminobenzoico (PABA) e inibem a sintese do acido
félico por competicdo com o substrato natural do &cido p-amino-benzoico para a ligagdo da
enzima diidropteroato sintase (DHPS), envolvida na sintese do &cido fdlico (VAN HOEK et
al., 2011). Seu uso no Brasil como aditivo zootécnico é proibido (BRASIL, 2009), entretanto
seu uso terapéutico € permitido, sendo geralmente utilizado em associagdo com a
trimetoprima.

A resisténcia bacteriana as sulfonamidas é atribuida a presenca de DHPS alterada, ou
seja, por meio de mutacGes no gene DHPS (folP) ou através da aquisicdo de um gene DHPS
alterado (sul), cujo produto tem baixa afinidade com sulfonamidas. Este Gltimo mecanismo de
resisténcia é o mais prevalente, e ja foram identificados genes sull, sul2 e sul3.

O gene sull ¢ frequentemente encontrado no segmento conservado 3’ (3’-CS) do
integron classe 1 e associado a outros genes de resisténcia, enquanto que o gene sul2 esta
localizado em pequenos ou grandes plasmideos ndo conjugativos (SCHWARZ et al., 2006;
BYARUGABA, 2010).

f) Resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas

Em 1962, durante o processo de sintese e purificacdo de cloroguina — agente anti-
malaria, foi descoberto o primeiro derivado de quinolona, acido nalidixico, que apresentou
acdo bactericida contra bactérias Gram-negativas. Apds alteracdo da molécula através da
adicdo de um atomo de fldor, surgiram as fluoroquinolonas. Essas apresentam uma acao
antimicrobiana mais potente e um maior espectro de atividade contra bactérias Gram-
negativas e também algumas espécies Gram-positivas (VAN HOEK et al., 2011). Atualmente,
existem quatro geracdes de quinolonas/fluoroquinolonas em uso clinico (Tabela 1). No Brasil,
é vedado o uso dessas moléculas como aditivos promotores de crescimento ou conservantes
de alimentos para animais (BRASIL, 2009), porém sdo drogas amplamente utilizadas na
terapéutica de diversas infeccfes que acometem suinos (BARCELLOS et al., 2009).

Essas moléculas agem nas bactérias inibindo a acdo das enzimas DNA girase e
topoisomerase 1V, impedindo, assim, a replicacdo do DNA bacteriano (SCHWARZ et al.,
2006; BYARUGABA, 2010). Tanto a DNA girase, quanto a topoisomerase IV, séo

compostas por duas subunidades, a GyrA e GyrB, e ParC e ParE, respectivamente.
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Tabela 1. Quinolonas e fluoroquinolonas existentes

Geracgédo Molécula/Droga
Primeira geragéo Acido nalidixico
Segunda geracao Ciprofloxacina

Enrofloxacina

Norfloxacina

Levofloxacina

Terceira geracao Sparfloxacin
Gatifloxacin

Grepafloxacin

Quarta geracgéo Trovafloxacin
Moxifloxacin

Gemifloxacin

*Adaptada: Redgrave et al., 2014.

Essas moléculas agem nas bactérias inibindo a acdo das enzimas DNA girase e
topoisomerase 1V, impedindo, assim, a replicacdo do DNA bacteriano (SCHWARZ et al.,
2006; BYARUGABA, 2010). Tanto a DNA girase, quanto a topoisomerase IV, sao
compostas por duas subunidades, a GyrA e GyrB, e ParC e ParE, respectivamente.

A resisténcia a essa classe relaciona-se com mutagdes de um ou mais genes (gyrA,
gyrB, parC e parE) que codificam os alvos primarios e secundarios destes medicamentos.
Em E. coli a maioria das muta¢fes ocorre em uma pequena porcdo do principal alvo de acdo
das quinolonas, o gene gyrA. A regido onde a mutacdo ocorre € denominada regido
determinante de resisténcia as quinolonas (Quinolone Resistance Determinant Region -
QRDR) (STRAHILEVITZ et al., 2009). A resisténcia ocorre gradualmente e de maneira
acumulativa, ou seja, mutacdes simples no sitio principal de acdo da droga sdo associadas a
moderados graus de resisténcia, enquanto mutacdes adicionais no sitio primario e/ou
secundario levam a alto grau de resisténcia. Outro mecanismo de resisténcia esta relacionado
a alteracdo na expressdo do sistema de efluxo AcrAB-TolC, em virtude de mutagdes nos
genes reguladores, resultando em super-expressdo de sistemas de efluxo (SCHWARZ et al.,
2006).

O primeiro gene de resisténcia a quinolona mediada por plasmideo identificado foi o
gnr. Cinco familias de genes gnr ja foram relatados: gnrA (7), gnrB (39), gnrC (1), gnrD (1),

e gqnrS (4), sendo que o namero entre parénteses indica a variante conhecidas de cada tipo.
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Varios genes que codificam diferentes mecanismos de resisténcia e de elementos genéticos
moveis podem diminuir a susceptibilidade a quinolonas ou fluoroquinolonas; estes séo
frequentemente codificados em plasmideos e conhecidos como plasmideos mediadores de
resisténcia a quinolona (PMQR). De acordo com o gene encontrado, o valor da concentracdo
inibitéria minima (CIM) é alterado. Estas mudancas de CIM séo atribuidas as diferencas no
numero de cépias do plasmideo e expressdo do gene em questdo (REDGRAVE et al., 2014).
Outro mecanismo relatado é o gepA, uma bomba de efluxo mediado por genes plasmideais.
Uma variante, qepA2 foi identificado em Escherichia coli na Franca (CATTOIR et al., 2008).

2.3 Ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em Escherichia coli

A prevaléncia e disseminacéo crescente da resisténcia antimicrobiana é resultado, da
selecdo natural, através da pressdo seletiva. Em qualquer populacdo bacteriana podem existir
bactérias portadoras de genes que Ihes conferem a caracteristica de resistir a acdo do agente
antimicrobiano. Ap6s 0 uso desse antimicrobiano, micro-organismos sensiveis serdo
eliminados, persistindo as cepas resistentes. O uso continuo de antimicrobianos em um
determinado ambiente contribui para que a comunidade bacteriana mude, com uma proporcao
cada vez maior de micro-organismos resistentes.

O uso intensivo de antimicrobianos, tanto em medicina humana, quanto veterinaria,
contribui para a selecdo de bactérias que ndo respondem a terapia antimicrobiana
(SCHWARZ e CHASLUS-DANCLA, 2001; ECDC/EFSA/EMA, 2015). A pressdo seletiva
do uso de antimicrobianos na producdo animal é, em parte, responsavel pela persisténcia de
genes de resisténcia encontrados na microbiota intestinal; entretanto, a resisténcia pode
persistir mesmo sem administracdo de antimicrobianos. Essa persisténcia ocorre, pois muitos
genes de resisténcia estdo agrupados em elementos moveis, podendo ser transferidos e co-
selecionados entre diferentes espécies através do mecanismo conhecido como transmissdo
horizontal de genes de resisténcia (SMETS e BARKAY, 2005; GUARDABASSI e
COURVALIN, 2006; SCHWARZ et al., 2006).

Os genes de resisténcia, frequentemente, estdo localizados em elementos méveis como
plasmideos, transposons e cassetes génicos em integrons. Os plasmideos sdo elementos
genéticos que se replicam independentemente do cromossomo e podem ser transferidos entre
bactérias pela conjugacdo. A sua presenca ndo € essencial para a bactéria, entretanto pode
conferir uma vantagem seletiva, desempenhando um papel importante na adaptacédo

bacteriana (COUTURIER et al., 1988). Os transposons sdo elementos génicos capazes de
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movimentarem-se no cromossoma bacteriano, ou migrarem entre cromossoma e plasmideo.
Entretanto, ndo possuem sistemas de replicacdo, necessitando estar integrados no DNA
cromossomal ou plasmideos para manutengdo. Podem ser conjugativos e ndo-conjugativos
(SCHWARZ et al., 2013). Finalmente, os cassetes génicos sdo pequenos elementos genéticos
moveis, que consistem de um sitio de recombinacdo especifico e um gene, geralmente de
resisténcia. Esses elementos ndo possuem sistemas de replicacéo ou transposicdo, mas sofrem
integracdo por recombinacgdo sitio-especifica catalisada por uma integrase codificada por
genes que fazem parte dos chamados integrons. Integrons carreiam diferentes cassetes génicos
e, por terem um promotor no segmento conservado 5°, garantem a expressao desses genes.
Integrons do tipo 2 carreiam genes de transposi¢ao no segmento 3’ conservado, ao passo que
0s integrons de tipo 1 ndo contam com esses genes, necessitando estar em transposons ou
plasmideos para serem moveis (SCHWARZ et al., 2006).

A identificacdo de perfis comuns de resisténcia aos antimicrobianos em espécies
bacterianas isoladas de animais e humanos, tem tornado esse problema uma nova
preocupacdo em salde publica. Selecionando bactérias resistentes em animais, as mesmas
podem ser transferidas para os humanos através dos alimentos ou agua, causando infec¢des de
dificil controle, ou transferindo genes de resisténcia dos micro-organismos de origem animal
para 0s que colonizam humanos. Genes de resisténcia aos antimicrobianos ja foram
identificados também em bacteridéfagos de fezes de animais, o que facilita a transferéncia de
genes de resisténcia tanto para cepas potencialmente patogénicas para humanos quanto para
animais (ALLEN et al., 2011).

Esta preocupacdo tem sido fundamentada em estudos, como o de Leverstein e
colaboradores (2011) que determinaram a distribuicdo de genes de producdo ESBL em cepas
de E. coli isolados de carne de frango, comparando, posteriormente, com isolados clinicos de
pacientes holandeses. Das amostras de carne de frango, 94% continham cepas produtoras de
ESBL, dos quais 39% pertenciam a geno6tipos de E. coli também presentes em pacientes
humanos. Entretanto, em estudo posterior houve baixo nivel de bactérias ESBL positivas em
humanos que trabalhavam diretamente com suinos, demonstrando que ndo houve
transferéncia de bactérias ou genes de resisténcia para a microbiota nasal desses trabalhadores
(FISCHER et al., 2016).

Em estudo realizado no Canadé, por Dutil e colaboradores (2010), foi encontrada uma
forte correlacéo entre cepas de Salmonella Heidelberg resistentes ao ceftiofur (cefalosporina
de amplo espectro) isoladas de frango e cepas resistentes desse mesmo sorovar isoladas de

humanos. A resisténcia encontrada, tanto em Salmonella, quanto em E. coli parece
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relacionada ao uso de ceftiofur em incubadoras de ovos, fornecendo evidencias que 0 uso
desta droga em frangos, resulta em aumento de bactérias ESBL positivas nos animais e nos
humanos. O uso de cefalosporinas de terceira e quarta geracdo na producdo de alimento
animal pode ser uma razdo importante para a ocorréncia de bactérias produtoras de ESBL nos
animais de producdo. Entretanto, a analise de 1378 isolados de E. coli de diferentes animais
para identificacdo de genes codificadores de ESBL, resultou em apenas 27 isolados positivos,
sendo 13 provenientes de suinos (13/538 isolados de suinos) (SCHINK et al., 2013).

Na india, um estudo conduzido em 200 suinos saudaveis, encontrou apenas 6%
colonizados por cepas de E. coli ESBL positivas, sendo que destas, seis isolados carreavam o
gene blactx-m € dez blatem e blashv (SAMANTA et al., 2015). No Brasil, isolados de E. coli
proveniente de humanos e alimentos foram suscetiveis a ceftriaxona, e apresentaram 26%,
20,2%, 15,4% e 6% de resisténcia frente a tetraciclina, ampicilina, sulfa+trimetoprima e
cefalotina, respectivamente. Dentre os 31 isolados resistentes, 29 padrdes de perfil clonal
foram identificados (MELO et al., 2015). Apesar desse estudo ndo ter identificado isolados
produtores de ESBL, mais pesquisas sdo necessarias para determinar a frequéncia de isolados
ESBL circulantes em alimentos e animais no Brasil.

A identificacdo de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos em amostras
colhidas de suinos € relatada em inameros estudos, em diferentes géneros, como:
Campylobacter (GEBREYES et al., 2005); Salmonella (GEBREYES et al., 2004,
MURMANN et al., 2009; GUERRA et al., 2011; KICH et al., 2011; LOPES et al., 2015); e
Enterococcus (CAMPOS et al., 2015). Em isolados de E. coli, experimento conduzido por
Cavaco et al. (2008) forneceu evidéncias do efeito da administracdo de cefalosporinas na
selecdo e persisténcia de E. coli produtoras de ESBL na microbiota de suinos. O uso frequente
de outras classes de antimicrobianos também pode ter efeito seletivo (DIKMEVIUS, 2011).

Estudos demonstram a ocorréncia de resisténcia em cepas de E. coli isoladas de suinos
clinicamente saudaveis, assim como originadas de amostras ambientais, como apresentado
por Costa e colaboradores (2010), que observaram resisténcia frente a gentamicina (71,4%),
ampicilina, tetraciclina, amicacina e colistina (42,86% cada) em amostras de fezes de suinos
saudaveis, bem como resisténcia a gentamicina e tetraciclina (60%) e neomicina (50%) em
amostras de E. coli do ambiente.

Van den Bogaard e colaboradores (2000) encontraram prevaléncia elevada de isolados
resistentes em E. coli provenientes de amostras fecais de suinos no pré-abate. Na Holanda, as
maiores frequéncias de resisténcia ocorreram frente a amoxicilina (70-94%), oxitetraciclina
(78-98%), trimetoprima (62-96%), cloranfenicol (55-67%) e neomicina (38-67%). A
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percentagem de isolados de E. coli resistentes as fluoroquinolonas no Reino Unido aumentou
de 6% para 20% entre 2001 e 2006, e manteve-se em torno de 17% até entdo (LIVERMORE,
etal., 2013).

Em sistemas de armazenamento de dejetos suinos no sul do Brasil, apenas 6,25% dos
isolados foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Os demais foram resistentes
frente a pelo menos um antimicrobiano, sendo 37,5% multirresistentes (SILVA et al., 2008).
Schneider et al. (2009), determinaram o perfil de resisténcia antimicrobiana em 205 isolados
de E. coli obtidos de aguas subterraneas e superficiais em regido produtora de suinos no
Estado do Rio Grande Sul, encontrando um percentual de 25,96% e 26,73% de
multirresistentes em aguas superficiais e subterraneas, respectivamente. Apenas 19,23% e
13,86% dos isolados de agua superficial e subterranea, respectivamente, foram suscetiveis a
todos os antimicrobianos testados, sugerindo a disseminacdo de isolados resistentes no
ambiente.

Em trabalho realizado por Wu e colaboradores (2009), foi determinada a prevaléncia
de E. coli resistentes a tetraciclina em carcacas suinas, durante as etapas de abate (ap0s
sangria, escalda, divisdo, resfriamento e apds o corte), relatando que a prevaléncia de isolados
resistentes a tetraciclina foram reduzidas em 8% até o pré-resfriamento. Para o principio ativo
sulfonamida foi encontrada prevaléncia de 18%, também em carcacas no pré-resfriamento
(WU et al., 2010). A presenca de resisténcia as quinolonas foi estudada em isolados de
Salmonella e Escherichia coli proveniente de toda a cadeia de producdo de suinos, aves,
coelhos e bovinos. Uma alta frequéncia de resisténcia (54,8%) foi encontrada. Além disso, 0s
genes de resisténcia foram associados a elementos genéticos moveis, sendo transferiveis entre
géneros diferentes e sendo potencialmente disseminadas através na cadeia alimentar, até os
humanos (JONES-DIAS et al., 2013).

Em uma revisdo sistematica, realizada por Burow e colaboradores (2014), sobre 0 uso
de antimicrobianos via oral em relacdo a resisténcia antimicrobiana em E. coli de suinos, foi
observado aumento de cepas resistentes ap6s 0 uso de antimicrobianos pela via oral.
Entretanto, os autores concluiram que mais estudos sdo necessarios para elucidar o efeito de
antimicrobianos administrados via oral em suinos, em relacdo a resisténcia antimicrobiana em
E. coli. Conclusdo semelhante foi publicada por Chantziaras e colaboradores (2014), apds
avaliarem a correlacdo entre o uso de antimicrobianos e a prevaléncia de resisténcia em
isolados de E. coli de suinos, aves e bovinos.

Em regides em que as praticas agricolas levam ao menor uso de antimicrobianos, a

taxa de resisténcia antimicrobiana pode ser menor, como demonstrado por Li e colaboradores
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(2014), em que E. coli isoladas de fezes de suinos saudaveis apresentam 100% de

suscetibilidade a amoxicilina e apenas 20% das cepas foram consideradas multirresistentes.

2.4 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal de mamiferos é composta por diversos grupos de micro-
organismos, apresentando 10%° a 102 células bacterianas por grama de contetido intestinal. A
microbiota entérica desempenha um papel importante na sadde humana e animal. Em
humanos, ja foram encontradas pelo menos 1000 espécies (BACKHED et al., 2005; ALLEN
et al., 2014), mas pode haver variacdo consideravel entre individuos (ECKBURG et al.,
2005). Em suinos, ja foram descritos mais de 440 filos (LESER et al., 2002; SCHMIDT et al.,
2011). Estes micro-organismos sdo de extrema importancia para a manutencdo da saude do
hospedeiro, pois exercem funcGes metabdlicas e de protecdo, como a defesa natural contra
patogenos, através da modulacdo do sistema imunoldgico, e melhorando a utilizacdo de
nutrientes (HOOPER e GORDON, 2001; ZOETENDAL et al., 2004). Estudos com animais
germ-free demonstram que as bactérias comensais também influem na expressdo de genes do
hospedeiro (HOOPER et al., 2001); portanto, o estudo da composicdo taxonémica e a
capacidade funcional da microbiota é de grande importancia para a compreensdo dos papéis
que desempenham na fisiologia do proprio animal (LAMENDELLA et al., 2011).

Composicdes diferentes na dieta podem alterar a microbiota intestinal do suino.
Estudos relatam que niveis diferentes de polissacarideos ndo amilaceos (non-starch
polysaccharides — NSP), aumentam a diversidade microbiana no intestino, assim como a
quantidade e qualidade de proteinas em ragdes (THOMSON e FRIENDSHIP, 2012). O uso de
prebidticos e probioticos tem sido objeto de varios estudos em relagdo a saude do intestino e a
prevencdo de infeccbes entéricas (CALVEYRA et al.,, 2011; NOGUEIRA et al., 2012).
Prebidticos sdo ingredientes ndo solUveis extraidos da parede de Saccharomyces cerevisiae
que estimulam de forma seletiva o desenvolvimento de grupos de micro-organismos,
melhorando o perfil da microbiota intestinal (GAGGIA et al., 2010). Podem atingir seus
efeitos benéficos de duas maneiras: podem ser fermentados por bactérias favoraveis,
propiciando uma vantagem competitiva; ou, podem se ligar as bactérias patogénicas
(THOMSON e FRIENDSHIP, 2012). Ja os probioticos sdo constituidos de bactérias vivas
adicionadas a racdo, com o objetivo de reforcar ou restabelecer o equilibrio entre os
componentes da microbiota intestinal. Essas competem por nutrientes ou por sitios de adesao

— exclusdo competitiva —, além de produzir substancias inibidoras, como as bacteriocinas, que
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reduzem populac6es patogénicas (GILLOR et al., 2008). O uso de dietas liquidas fermentadas
também tem influéncia na microbiota intestinal. O alimento liquido é fermentado por
bactérias laticas, reduzindo o pH e, consequentemente, resultando em menor sobrevivéncia de
patdégenos (HARDY, 2002; MISSOTTEN et al., 2010).

O uso de antimicrobianos em dose terapéutica, independentemente da localizacdo da
infeccdo alvo que se encontra, altera a microbiota do trato gastrointestinal de humanos e
animais (RASHID et al., 2012). Essas alteragdes podem estar relacionadas com a densidade
populacional e com a composicdo da microbiota, desencadeando Vvérios efeitos, como a
sindrome do intestino irritavel, infeccdes por patdgenos, selecao de reservatorios de genes de
resisténcia antimicrobiana e transferéncia horizontal de genes entre bactérias (ALLEN et al.,
2014). Neste sentido, a possibilidade do desenvolvimento ou aquisi¢do de resisténcia por
bactérias da microbiota do trato gastrointestinal de humanos e de animais, em decorréncia do
uso de antimicrobianos, € um problema microbiolégico relevante.

Comparando o perfil da microbiota intestinal em individuos que utilizam diferentes
antimicrobianos, é possivel identificar grupos bacterianos de importancia funcional e estudar
melhor a sua relagdo com a classe antimicrobiana utilizada. Dethlefsen e colaboradores
(2008) estudaram a microbiota intestinal de humanos, antes e apds o uso de ciprofloxacina. O
uso do medicamento reduziu o ndmero de taxons. ApOs quatro semanas sem 0 uso do
medicamento, a microbiota mudou novamente, assemelhando-se com o perfil do intestino
pré-tratado, entretanto alguns tdxons ndo foram identificados novamente.

A perda de algumas bactérias comensais pode ter resultado negativo para o
hospedeiro. Por exemplo, a eliminacdo da bactéria Oxalobacter formigenes, responsavel pela
degradacdo de oxalato em humanos, pode resultar em maior frequéncia de calculos renais
(DUNCAN et al., 2002). Em suinos que receberam racdo com doses subterapéuticas de
clorotetraciclina, sulfametazina e penicilina, foi demonstrado aumento na populacéao de E. coli
e reducdo de Streptococcus sp. (ALLEN et al., 2011; LOOFT et al., 2012). Além disso, houve
aumento significativo na diversidade de genes codificadores de resisténcia, incluindo
resisténcia a antimicrobianos que ndo haviam sido administrados (LOOFT et al., 2012). Estes
genes encontravam-se em reservatdrios denominados de resistomes, que podem contribuir
para a preservacdo e expansdo de determinantes de resisténcia, particularmente na presenca da
selecdo de antimicrobianos (GARMENDIA et al.,, 2012). A diversidade de genes
codificadores de resisténcia antimicrobiana ja foram detectados em ecossistemas ambientais e
intestinais (SOMMER et al., 2009; ALLEN et al., 2010), e estes podem persistir mesmo com

a auséncia do uso de antimicrobianos.
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O conhecimento da maioria das bactérias do intestino ainda é limitado, ja que foi
resultante de técnicas baseadas em cultivo microbiano. Isso constitui um grande limitante nas
pesquisas sobre microbiota intestinal, uma vez que a maioria dos micro-organismos presentes
ndo sdo cultiviveis (LESER et al., 2002). A evolucéo para analises independentes de cultivo,
gue permitem acesso ao genoma de toda a comunidade microbiana de uma amostra
(HANDELSMAN, 2004), possibilitou alcangar resultados que, com o método tradicional, ndo
seriam possiveis. As técnicas como T-RFLP (Terminal Restriction Frangment Length
Polymorphism), ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), LH-PCR (Length Heterogeneity PCR)
diferenciam as comunidades através do padréo de bandas em gel do gene que codifica fracbes
do ribossomo. Porém, é através de sequenciamento de alto rendimento de genes conservados,
que € possivel detalhar a comunidade microbiana presente no intestino, possibilitando
também avaliar a capacidade funcional desta comunidade (GARMENDIA et al., 2012). Um
estudo realizado em humanos demonstrou bem essa mudanca de conceitos, pois 62% das
bactérias identificadas eram anteriormente desconhecidas, e 80% delas foram considerados
ndo cultivaveis (ECKBURG et al., 2005).

Com o surgimento de sequenciadores de nova geracdo, houve um aumento
consideravel em sequenciamento completo de genomas, pois permitiram maior rapidez e
diminuigdo progressiva do custo do sequenciamento. A identificagdo da microbiota, por sua
vez, pode ser efetuada por duas abordagens complementares, ambas utilizando os
sequenciadores de nova geracdo: analise da distribuicdo das espécies; ou a analise da
distribuicdo de genes. A primeira abordagem serve para compreender a dindmica
populacional dos micro-organismos presentes no ecossistema estudado. A segunda
abordagem € necessaria para a compreensdo do metabolismo global da microbiota em
questéo.

O uso do gene que codifica o 16S rRNA é considerado padrdo-ouro para a
caracterizacdo de comunidades microbianas. Este gene, em bactérias, consiste de sequéncias
conservadas, intercaladas com sequéncias variaveis que incluem nove regides hipervariaveis —
V1-V9 (Figura 1). O tamanho das referidas regides hipervariaveis pode compreender de 50 a
100 bases. Com dados da sequéncia do gene 16S rRNA, géneros e espécies sdo distinguidos
em niveis de 95% e 97% de identidade da sequéncia, respectivamente (PETROSINO et al.,
2009). Diferentes regides hipervariaveis apresentam diferente eficacia no que diz respeito a
capacidade de diferenciacdo entre géneros/espécies. As regides V2 e V3 foram as mais

eficazes para a identificacdo de género, em estudo realizado por Chakeavorty e colaboradores
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(2007). Para estudar a microbiota intestinal de suinos, Looft e colaboradores (2012)
sequenciaram a regido V1-V3, a escolha da regido V3 justificou-se por ter sido anteriormente
considerada altamente informativa (BAKER et al., 2003).
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Fonte: Pretosino et al., 2009.

Figura 1. Regides conservadas (C1-C9) e regides hipervariaveis (V1-V9) do gene 16S rRNA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a resisténcia antimicrobiana em bactérias comensais do intestino de suinos.

3.2 Especifico

a) Avaliar a frequéncia de resisténcia antimicrobiana fenotipica e a presenca de grupos clonais
em Escherichia coli isoladas de fezes e carcacas suinas;

b) Determinar o perfil fenotipico e genotipico de resisténcia aos antimicrobianos em isolados
multirresistentes de E. coli provenientes de carcacas de suinos e identificar grupos clonais
presentes em carcagas suinas;

c) Comparar o perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana em isolados de E. coli de fezes
de suinos submetidos a diferentes protocolos de administracdo de antimicrobianos via racao;
d) Descrever o perfil da microbiota intestinal de suinos submetidos a diferentes protocolos de

uso de antimicrobianos via racao.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo compreendeu trés etapas descritas abaixo (4.1, 4.2 e 4.3). As etapas 1 e 2
foram realizadas no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS e a terceira

etapa na Embrapa Suinos e Aves e no National Animal Disease Center - NADC/USDA.

4.1 ETAPA 1: Determinacdo do perfil de resisténcia fenotipica e perfil clonal entre

isolados de Escherichia coli de fezes e carcacas suinas na etapa de pré-resfriamento

4.1.1 Delineamento experimental e colheita de amostras

As amostragens foram conduzidas em trés matadouros-frigorificos localizados no
Estado de Santa Catarina. Dois ciclos de colheita de amostras foram realizados em cada
estabelecimento, acompanhando um turno de atividade, periodo em que foram abatidos entre
1.500 e 2.000 suinos. Em cada ciclo, trés lotes de abate provenientes de granjas distintas
foram amostrados. De cada lote foram colhidas duas sub-amostras: i. fezes dos animais
alojados nas pocilgas de espera; ii. suabes de superficie de carcacas na etapa de pre-
resfriamento.

Para colheita de fezes, o operador calcava, em ambos o0s pés, bota de plastico
descartavel e propé. A seguir, circulava em varias direcdes da pocilga de espera, cuidando
para colocar em contato o propé com as fezes depositadas no piso. Em cada ciclo de
amostragem, fezes de animais alojados em trés pocilgas de espera distintas foram colhidas,
totalizando 18 amostras de fezes. Ap6s a colheita da amostra, os propés foram acondicionados
em sacos estéreis com 40 mL &gua peptonada 0,1%, e a bota plastica descartada. Para a
amostragem de superficie de carcaca, de cada lote incluido no estudo foi colhida amostra da
quinta carcaca na noria, sendo as demais treze carcacas amostradas em intervalo de 20
carcacas. A colheita de amostra foi realizada por meio de esponjas individuais estéreis
(Nasco®), previamente umedecidas em 10 mL de agua peptonada 0,1% estéril. Esponjas
foram friccionadas em quatro diferentes areas de 100 cm? (lombo, papada, barriga e pernil),
delimitada por molde estéril, totalizando 400 cm? de area amostrada por carcaca, de acordo
com a Circular n® 130/2007/CGPE/DIPOA (BRASIL, 2007). A seguir, as quatro esponjas
colhidas foram acondicionadas, em um Unico saco plastico, constituindo a amostra que

representava a carcaga, e mantida sob refrigeracdo até a analise.
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4.1.2 Formacao do grupo de isolados de Escherichia coli proveniente de fezes e carcacgas

As amostras de fezes e os suabes de carcaca foram adicionadas de 40 mL de &gua
peptonada tamponada (APT) 0,1%, e homogeneizadas. Aliquotas das amostras foram
semeadas em agar Vermelho Violeta Bile Lactose (VRBA, Oxoid) e incubadas (35°C+2; 24
h). Col6nias tipicas de coliformes foram transferidas, individualmente, para agar MacConkey
(Oxoid) e submetidas aos testes confirmatorios para Escherichia coli de acordo com Quinn et
al. (2011). Apos confirmacdo, foram formados dois grupos de isolados de E. coli: i.
originados de fezes (n=355); ii. originados de carca¢a (n=319). Em cada um dos grupos, foi
garantido que isolados provenientes dos trés matadouros-frigorificos fossem incluidos em
proporces semelhantes. Os grupos de isolados foram mantidos em caldo de Infusdo de
Cérebro e Coracdo (BHI, Oxoid) acrescidos de 20% de glicerol e congelados a -20°C até as

analises.

4.1.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos em isolados de Escherichia coli

Os isolados de E. coli foram testados quanto a resisténcia frente a antimicrobianos,
pelo teste de difusdo em agar Muller—Hinton (Oxoid), realizado e interpretado de acordo com
as normas dos documentos M31-A3 e M100-S22 (CLSI, 2008; CLSI, 2012). Discos (Oxoid)
de oito antimicrobianos foram testados, representando classes de principios ativos utilizados
na suinocultura: acido nalidixico (30 pg); ampicilina (10 pg); cefotaxima (30 pg); ceftazidima
(30 pg); florfenicol (30 pg); gentamicina (10 pg); sulfonamidas (300 pg) e tetraciclina (30
HQ). Para controle de qualidade do teste, foi utilizada a cepa E. coli ATCC 25922. Os isolados
foram considerados multirresistentes quando apresentaram fendtipo de resisténcia a no
minimo trés antimicrobianos de classes distintas, como recomendado por Schwarz et al.
(2010).

As frequéncias de resisténcia aos antimicrobianos foram comparados através do teste
ndo-paramétrico qui-quadrado (%) pelo programa estatistico SPSS versdo 23.0.0.2, com nivel

de confianca de 95%.

4.1.4 Macro restricéo e eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A anélise de macro restricdo do DNA total, seguida de eletroforese em campo pulsado

— Pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) foi conduzida de acordo com o protocolo
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recomendado pelo PulseNet (CDC, 2013), utilizando a enzima de restricdo Xbal (Fermentas)
para a digestdo. A eletroforese foi realizada em gel agarose 1% utilizando tampé&o 0,5X Tris-
borato-EDTA no sistema CHEF DR-Il (BioRad Laboratories), seguindo as condicGes de
tempo inicial 6,76 segundos, tempo final 35,38 segundos e tempo de corrida de 21 horas a
14°C. Como referéncia de tamanho de fragmentos gerados foi utilizada a cepa de Salmonella
Braenderup (ATCC BAA-664). Apods a eletroforese, o gel foi corado em solugédo de brometo
de etidio (2ug/mL, Sigma), fotografado em transiluminador e imagem capturada e
digitalizada pelo sistema Kodak gel logic 2200 (Rochester). Os pulsotipos foram analisados
pelo coeficiente de similaridade de Dice, com 1,7% de otimizacdo e tolerancia. Os perfis
foram agrupados por UPGMA para construcdo de dendrogramas no software GelCompar Il
(Applied Maths). Isolados apresentando pulsotipos com similaridade > 70% foram
considerados relacionados (TENOVER et al., 1995).

4.2 ETAPA 2: Determinacdo do perfil de genes de resisténcia em Escherichia coli

provenientes de carcaca suinas na fase de pré-resfriamento

4.2.1 lIsolados selecionados e determinacdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

adicionais

Os isolados de Escherichia coli provenientes das carcacas suinas analisadas no item
4.1.1 e que apresentaram perfil fenotipico multirresistente foram selecionados para esta etapa.

O grupo de isolados selecionados foi testado quanto a resisténcia frente a dez
antimicrobianos adicionais: amicacina (30 pg); canamicina (30 pg); cloranfenicol (30 ug);
ertapenem (10 pg); estreptomicina (10 pg); fosfomicina (200 pg); netilmicina (30 pg);
nitrofurantoina (300 pg); tobramicina (10 pg); e trimetoprima (5 pg). O teste de difusdo em
agar foi realizado e interpretado de acordo com as normas dos documentos M31-A3 e M100-
S22 (CLSI, 2008; CLSI, 2012). Adicionalmente, a concentra¢do inibitéria minima (CIM)
frente a ciprofloxacina, foi determinada pelo teste de diluicdo em &gar, de acordo com as
orientacbes do documento M7-A6 do CLSI (2003) em isolados resistentes ao acido
nalidixico.

Os isolados que foram positivos ao teste de triagem para produtores de B-lactamases
de espectro ampliado (ESBL), ou seja, resistentes a cefotaxima e/ou ceftazidima no teste de
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disco difusdo, foram submetidos ao teste fenotipico confirmatério de ESBL com disco

combinado dos mesmos principios ativos com &cido clavulanico (CLSI, 2012).

4.2.2 Pesquisa de genes de resisténcia em isolados de Escherichia coli multirresistentes e

determinacao de perfil de PFGE

Trinta isolados de carcaga, entre os testados em 4.2.1, foram selecionados para
pesquisa de genes de resisténcia, de acordo com os critérios: (1) maior nimero de marcadores
fenotipicos de resisténcia concomitantes e/ou que apresentarem fendtipo de resisténcia aos
aminoglicosideos; ou (2) cepas positivas ao teste de confirmacéo para produtores de ESBL.

O DNA total foi extraido conforme sistema de purificagdo Nucleospin Rissue 50r
(Macherey Nagel), e os fragmentos foram amplificados a partir de oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada gene de interesse (Tabela 2). Os primers e as condi¢cbes de
amplificacdo foram adaptados de estudos ja publicados e utilizado controle positivo e
negativo para cada reacdo. Os genes foram analisados por estatistica descritiva quanto a
frequéncia percentual de ocorréncia no grupo de isolados.

Os mesmos isolados foram submetidos a andlise de macro restricdo do DNA total,
seguida de eletroforese em campo pulsado — Pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE) para

identificacdo de grupos clonais, conforme o item 4.1.3.

Tabela 2. Genes codificadores de resisténcia a antimicrobianos em Escherichia coli,
oligonucleotideos iniciadores, condi¢cdes de amplificacdo e fragmento esperado na

PCR.
Classe Genede  Amplicon Primers Referéncia
Antimicrobiana  resisténcia  (pb) (5°-3%)
Tetraciclinas tet(A) 953 fw: GTAATTCTGAGCACTGT Frech e
Schwarz, 2000
rv: CCTGGACAACATTGCTT
tet(B) 1169 fw: ACGTTACTCGATGCCAT Frech e
Schwarz, 2000
rv: AGCACTTGTCTCCTGTT
tet(G) 1141 fw: CTGCTGATCGTGGGTCT Frech e
Schwarz, 2000
rv: TTGCGAATGGTCTGCGT
Fenicois catAl 551 fw: GGCATTTCAGTCAGTTG Kikt;\(/)ioe; al.,
rv: CATTAAGCATTCTGCCG
floR 1291 fw: AGGGTTGATTCGTCATGACCA Kadlzeoco(;t al.,
rv: CGGTTAGACGACTGGCGACT
Aminoglicosideos aac(3)IVa 627 fw: GTGTGCTGCTGGTCCACAGC Jensgg,ogt al.,
rv: AGTTGACCCAGGGCTGTCGC
aph(3)|a 669 fw: AACGTCTTGCTCGAGGCCGCG Jensen, etal.,

2006
rv: GGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGC
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ant(2)la 328 fw: GGGCGCGTCATGGAGGAGTT Jensgg,ogt al.,
rv: TATCGCGACCTGAAAGCGGC
StrA 645 fw: TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG S*Zﬁfxgpzt?ezrgoel
rv: CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA
strB 510 fw: ATCGTCAAGGGATTGAAACC Kikt;\(/)io%t al.,
rv: GGATCGTAGAACATATTGGC
Sulfonamidas sull 839 fw: ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA Gragg &E al,
rv: CTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT
sul2 703 fw: ACAGTTTCTCCGATGGAGGCC Kehrenberg e
Schwarz, 2001
rv: CTCGTGTGTGCGGATGAAGTC
sul3 803 fw: GAGCAAGATTTTTGGAATCG Gragg (;9; al.,
rv: CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGG.
p—lactamicos blatem 851 fw: ATGAGTATTCAACATTTCCG Grirggloit al.,
rv: TTAATCAGTGAGGCACCTAT
blapse 419 fw: CGCTTCCCGTTAACAAGTAC Sandvang et

al., 2002
rv: CTGGTTCATTTCAGATAGCG

4.3. ETAPA 3: Determinacdo do perfil de resisténcia fenotipica em Escherichia coli
isoladas de fezes e perfil de microbiota intestinal de suinos submetidos a diferentes

protocolos de uso de antimicrobianos via ragao

4.3.1 Delineamento

Foi conduzido um estudo observacional/longitudinal, em quatro grupos de suinos

submetidos a diferentes protocolos de administracdo de antimicrobianos via racgao.

- Grupo 1. sem o uso de antimicrobianos via racdo. Granja de ciclo completo, que
comprovadamente ndo utiliza antimicrobianos via racdo e agua, desde 2008. A granja conta
com 21 matrizes, produz aproximadamente 462 suinos por ano e aloja, a cada 21 dias, trés
matrizes na maternidade. Essas matrizes, de genotipo 50% Landrace - 25% Large White -
25% Moura, fazem parte de um sistema de validacdo de carne de qualidade da Embrapa

Suinos e Aves, em Concérdia, Santa Catarina.

- Grupo 2: uso de pulsos antimicrobianos via racdo administrada aos leitdes. Grupo composto
por animais oriundos da mesma granja do Grupo 1, porém, apés o desmame (28 dias), 0s
leitdes foram separados e receberam trés pulsos de antimicrobianos via racéo até os 108 dias
(Tabela 3).
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Tabela 3. Pulsos de antimicrobianos administrados via racdo apds o desmame de leitdes do

Grupo 2.
Idade do suino (dias) Medicamento
29-39 Colistina (120 ppm)
49-59 Doxiciclina (200 ppm)
Tiamulina (120 ppm)
98 - 108

Florfenicol (40 ppm)

- Grupo 3: uso continuo de dois antimicrobianos via racdo em todas as fases de criacdo. Os
animais pertenciam a granja de ciclo completo, com 55 matrizes, de producdo familiar,
produzindo cerca de 1.100 leitdes por ano, alojando trés porcas a cada 21 dias. Antes do parto,
foi administrada uma dose da vacina pra Escherichia coli e Rinite (Intervet) nas porcas, € no
terceiro dia de vida dos leitdes uma dose da vacina Respisure® (Pfizer). A ragdo era
misturada na propriedade, sendo utilizados os nucleos e concentrados, comercializados pela

Agroceres Multimix, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Nucleos e concentrados utilizados na racdo fornecida aos suinos do Grupo 3.

Idade do ] _
Racao Nucleo/concentrado Medicamento

suino (dias)

Nucleo Advanced SUI 2080

Porca - Reproduco N&o medicada
Racéo | 0-28 Concentrado AGMIX Milk 30% Colistina 133 mg/kg
Racéo Il 29-35 Concentrado AGMIX 20% Colistina 133 mg/kg
Racao IlI 36-45 Concentrado Focus 7203 SUI 10% Colistina 133 mg/kg
Racéo IV 46-63 Nucleo Advanced SUI 2079 inicial ~ Halquinol 4.000 mg/kg
Racédo V 64-130 Nucleo Advanced SUI 2017 Recria  Lincomicina 733 mg/kg

- Grupo 4: submetidos ao uso continuo de seis antimicrobianos, via racdo, em todas as fases
de criacdo. Os animais estavam alojados em granja UPL, que conta com 1200 matrizes,
produzindo 28.800 leitdes por ano. Apds o parto, foi administrada uma dose de amoxicilina
(Clamoxil LA®) nas matrizes (0,1 mL/Kg), e no terceiro dia de vida dos leitdes, 0,1 mL de

ceftiofur (Excede®). O protocolo de antimicrobianos utilizados via ragdo estad descrito na
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Tabela 5. Para viabilizar o estudo, os lotes amostrados permaneceram na granja, em baias

separadas, até idade de abate.

Tabela 5. Antimicrobianos utilizados via racdo nas diversas fases zootécnicas dos suinos do

Grupo 4.
Idade do suino o
Racéo ] Principio ativo Dose
(dias)
. Clorohidroxiquinolina
Maternidade 0-28 _ 120 ppm
CHQ (halquinol)
) Florfenicol 60 ppm
Pré-1 (40%) 29-35 _
Norfloxacina 200 ppm
) Colistina 200 ppm
Pré-11 (20%) 36-45 .
Neomicina 200 ppm
Clorohidroxiquinolina
- . 120 ppm
Inicial (3%) 46-63 CHQ (halquinol)
] ) 150 ppm
Tiamulina
Crescimento/ L
64-110 Tilosina 80 ppm

terminacéo

Dois lotes de cada grupo de animais foram amostrados do nascimento ao final da
terminacdo. Em cada lote, foram selecionados os dois leitbes mais pesados de trés porcas
alojadas no mesmo grupo de maternidade. Os leitbes foram identificados por mossa e
amostrados seis vezes, conforme Tabela 6. As amostras, de aproximadamente 5 g de fezes,
foram colhidas em tubos tipo falcon estéreis e mantidos em caixas isotérmicas com gelo até a
chegada ao laboratorio. As amostras foram processadas e estocadas no laboratério de
Bacteriologia de Suinos — Seguranca Alimentar, do Complexo de Laboratorios de Sanidade e

Genética Animal da Embrapa Suinos e Aves (CLSGA), em Concordia, SC.



47

Tabela 6. Cronograma de coleta de fezes dos animais pertencentes aos quatro grupos de

observagéo.

Coleta Idade Fase
1 10 — 15 dias Maternidade
2 32 dias Creche
3 45 — 50 dias Creche
4 63 dias Creche
5 90 dias Crescimento
6 140 dias Terminacgéo

4.3.2 Contagem de Escherichia coli

Aliquotas de 1 g de fezes foram suspendidas em 9 mL de solucdo salina 0,85% esteéril;
a partir dessa suspensao foram preparadas dilui¢Ges seriadas até 10-5. Aliquotas de 100 uL de
cada diluicdo foram distribuidas na superficie do agar Eosina-Azul de Metileno (EMB,
Oxoid) para contagem. As placas foram incubadas a 35+2°C, por 24-48 horas. Colonias que
apresentavam coloracdo verde metalica, consideradas tipicas de E. coli, foram contadas. Seis
colénias foram selecionadas para a confirmacéo fenotipica de E. coli por testes bioguimicos,
conforme Quinn et al. (2011). A partir de cada amostra de fezes, trés colonias de E. coli foram
estocadas. Para tanto, os isolados foram cultivados em caldo de Infusdo de Cérebro e Coracédo
(BHI, Oxoid) por 18-24 horas e, posteriormente, acrescidos de 20% de glicerol e congelados a
-70°C. As contagens de E. coli obtidas foram transformadas em logaritmo (logio) e analisadas
pelo teste de ANOVA e as medianas obtidas foram comparadas pelo teste Tukey-Kramer
(multiplas médias). Para analise foi utilizado o programa estatistico SPSS versdo 23.0.02, com

nivel de confianca de 95%.

4.3.3 Selecao de bactérias ESBL positivas

Para selecdo de bactérias produtores de B-lactamases de espectro ampliado, 0,5 g de
fezes foi transferida para caldo BHI acrescido de 1jpg/mL de ceftazidima, adaptado conforme
o Clinical and Laboratory Standards Institute para teste de triagem de bactérias ESBL
positivas (CLSI, 2012). Essas amostras foram incubadas por 20-24 horas a 35+2°C. Apés, 10
pl foi transferido para placas de &gar cromogénico chromolD ESBL® (BioMerieux®),

incubadas nas mesmas condic¢BGes. Colénias com coloracdo rosa (sugestivas de E. coli),
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verde/azul (sugestivas de Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter) e castanhas
(sugestivas de Proteus, Providencia, Morganella) foram confirmadas fenotipicamente por
testes bioquimicos (QUINN et al., 2011) e estocadas em caldo BHI com 20% de glicerol a -
70°C.

4.3.4 Determinacdo do perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana dos isolados de

Escherichia coli

Um isolado de E. coli proveniente de cada animal em cada coleta dos quatro grupos
estudados foram avaliados quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana, pelo teste de
difusdo em &gar Muller—Hinton (Oxoid), realizado e interpretado de acordo com as normas
dos documentos M31-A3 e M100-S22 (CLSI, 2008; CLSI, 2012). Foram testados 0s
seguintes antimicrobianos: acido nalidixico (30 pg); ampicilina (10 pg); cefotaxima (30 pg);
ceftazidima (30 pg); ciprofloxacina (5 pg); cloranfenicol (30 pg); gentamicina (10 pg);
florfenicol (30 pg); sulfonamidas (300 pg); e tetraciclina (30 pg). Os isolados positivos ao
teste de triagem para produtores de ESBL foram submetidos ao teste fenotipico confirmatério
(CLSI, 2012).

As frequéncias de resisténcia antimicrobiana dos isolados foram comparados através
do teste ndo-paramétrico qui-quadrado (x?), com nivel de confianca de 95%. Apos foi
realizado o procedimento de Marascuilo para estabelecer quais categorias diferiram entre si
(VIERA, 2010).

4.3.5 Andlise de sequéncias do gene 16S rRNA com a Plataforma lon Torrent PGM

Para analise do perfil de microbiota através do sequenciamento do gene 16S rRNA na
plataforma lonTorrent, foram utilizadas fezes de quatro leitdes de um ciclo de amostragem,
nas fases descritas na Tabela 7 (4 animais x 4 coletas x 1 lote x 4 grupos), totalizando 64
amostras.

O DNA total foi extraido a partir de 0.25 g de fezes por meio do kit PowerFecal DNA
(MoBio), seguindo as recomendag0es do fabricante. O DNA foi quantificado pelo Qubit® 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), padronizados para 10 ng/ul e estocados a -20° C.

A regido V5-V6 do gene 16S rRNA foi escolhida para ser estudada, por apresentar um
tamanho aproximado de 310 bases, compativel com a plataforma lonTorrent PGM. Os
oligonucleotideos iniciadores foram 785F (5'- GGATTAGATACCCBRGTAGTC) e 1061R
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(5'- TCACGRCACGAGCTGACGAC) (ZAURA et al., 2009), sintetizados com os barcodes

especificos ja incorporados (primer fusion).

Tabela 7. Coletas incluidas na anélise do gene 16S rRNA do DNA total das fezes de suinos
em cada um dos quatro grupos observados. Em cada coleta foram analisados quatro

animais.
Coleta Idade dos suinos Fase
1 10 — 15 dias Maternidade
2 32 dias Creche
3 45 — 50 dias Creche
4 63 dias Creche

Cada reacédo de PCR foi realizada para um volume final de 25 pL, sendo deste volume
18,4 uL &gua ultrapura, 0,5 uL de cada primer, 5 pL Tampdo 10 X, 2 puL MgCI2 50 mM, 1
puL ANTP’s mix 2,5 mM, 0,2 UL Taq Polimerase High Fidelity 5 U/uL, e 4 pL template DNA.
As condicBes de reacdo programadas foram: 3 min a 94°C; 22 ciclos de 30s a 94°C, 30s a
58°C; e 1 mina68°C; e 7 mina68°C.

Os amplicons foram purificados com AMPure® e quantificados através do Qubit® 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific). Apds padronizacdo da biblioteca para 26 pM, foi
realizado o PCR de emulsdo no aparelho lon OneTouch OT2, com o kit lon PGM Template
OT2 400, conforme protocolo. O amplicon gerado foi quantificado novamente no Qubit® 2.0
Fluorometer com o uso do kit lon Sphere™ Quality Control, com o objetivo de verificar se o
percentual de ISPs era aceitavel para a etapa de enriquecimento no aparelho lon OneTouch™
ES. Apos o enriquecimento, a biblioteca foi sequenciada pelo lon PGM. O chip 318 v2 foi
escolhido para o sequenciamento, pois em uma Unica corrida pode gerar até 125 mil leituras
por amostra, quantidade suficiente para analise de diversidade bacteriana.

As sequéncias foram analisadas pelo software mothur versao 1.34.4 (SCHLOSS et al.,
2009) para controle de qualidade, analise beta-diversidade e classificacdo taxondmica de
acordo com o banco de dados SILVA (QUAST et al., 2013). Foi realizada analise estatistica
para detectar diferencas significativas (P < 0,05) na distribuicdo taxondmica entre as coletas e
grupo, mantendo as reads néo classificadas, no software Statistical Analyses of Metagenomic
Profiles (STAMP) (PARKS et al., 2014).
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4.3.6 Analise de sequéncias do gene 16S rRNA com a Plataforma MiSeq (Illumina)

Ja para a plataforma MiSeq, foram utilizadas fezes de quatro leitbes de um ciclo de
amostragem, nas fases descritas na Tabela 8 (4 animais x 5 coletas x 1 lote x 4 grupos),

totalizando 80 amostras.

Tabela 8. Coletas incluidas na analise do gene 16S rRNA do DNA total das fezes de suinos
em cada um dos quatro grupos observados. Em cada coleta foram analisados quatro

animais.
Coleta Idade dos suinos Fase
1 10 — 15 dias Maternidade
2 32 dias Creche
3 45 — 50 dias Creche
4 63 dias Creche
6 140 dias Terminacgéo

O DNA total das fezes foi extraido por meio do kit PowerFecal DNA (MoBio) e
quantificado pelo Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), conforme o item 4.3.6.
A regido V1-V3 do gene 16S rRNA foi escolhida para ser estudada nesta plataforma,
apresentando tamanho aproximado de 540 pb.

Os oligonucleotidos iniciadores utilizados foram forward (5'-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG) (WEISBURG et al, 1991) e reverse (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG) (MUYZER et al., 1993) com diferentes barcodes ja
incorporados na sequéncia, de acordo com o protocolo descrito por Kozich et al. (2013). Para
reacdo de PCR foi adicionado ao mix 2 uL de cada primer, 17 uL AccuPrimeTM Pfx
SuperMix (Life Technologies) e 1 puL do template DNA. O programa utilizado seguiu o0s
seguintes parametros: 2 min a 95°C; 30 ciclos de 20s a 95°C, 15s a 55°C; e 5 min a 72°C; e
10 min a 72°C. Os amplicons foram normalizados com o kit SequalPrep Normalization Plate
(Life Technologies) e agrupados. A biblioteca foi quantificada atraveés do Bioanalyzer High
Sensitivity DNA (Agilent Technologies) e Kapa Q-PCR Library Quantification
(KapaBiosystems), com o0s parametros de 5 min a 95°C; 35 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 60°C; e
90s a 60°C. O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina) verséo 3 (300x2),
de acordo com o protocolo do fabricante.

A andlise dos dados de sequenciamento e classificagdo taxondmica usando o banco de
dados SILVA (QUAST et al., 2013) foram realizadas com o pacote de software mothur
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versdo 1.34.4 (SCHLOSS et al., 2009). Apos alinhamento, foram removidas as reads que
apresentavam >500 bp; presenca de homopolimeros >8 bp; classificadas como ndo bactérias;
e, presenca apenas uma ou duas vezes em todas as amostras (singletons e doubletons). O T-
test com correcdo Storey FDR foi empregado para detectar diferencas significativas na
distribuicdo taxonémica entre as coletas e grupo, mantendo as reads ndo classificadas, no
software STAMP (PARKS et al., 2014). Diferencas com P <0.05 foram consideradas
significativas.
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5. RESULTADOS

5.1 ETAPA 1: Determinagdo do perfil de resisténcia fenotipica e perfil clonal entre

isolados de Escherichia coli de fezes e carcacas suinas na etapa de pré-resfriamento

Entre os 674 isolados de E. coli testados, 7,4% foram susceptiveis a todos os
antimicrobianos testados. Os susceptiveis representaram 0,4%, 10,2% e 11,6% do total de
isolados originado dos matadouros frigorificos A, B e C, respectivamente. As maiores
frequéncias de resisténcia foram identificadas frente a tetraciclina (85,9%), ampicilina (73%),
sulfonamida (70%), florfenicol (65%) e Aacido nalidixico (58,9%) (Tabela 9). Indices
inferiores a 1% de resistentes a cefotaxima ou ceftazidima foram encontrados, indicando uma
baixa frequéncia de isolados com perfil compativel com E. coli produtora de B-lactamases de
expectro estendido (ESBL). A frequéncia de isolados resistentes frente a ampicilina,
florfenicol, sulfonamida e tetraciclina foi significativamente maior (P<0,05) no grupo
originado de fezes do que de carcagas. Em relacdo aos demais antimicrobianos ndo houve

diferenca significativa entre origens, no que diz respeito a frequéncia de isolados resistentes.

Tabela 9. Frequéncia de isolados de Escherichia coli resistentes aos antimicrobianos em fezes
e carcagas suinas em trés matadouros-frigorificos.

Fezes (n = 355) Carcaca (n=319) Total (n=674)

Antimicrobiano P valor
Resistente % Resistente % Resistente %
Acido Nalidixico 213 60,0 184 57,7 397 58,9 0,541
Ampicilina 287 80,8 205 64,3 492 73,0 <0,001
Cefotaxima 2 0,6 3 0,9 5 0,7 0,569
Ceftazima 0 0,0 2 0,6 2 03 0,135
Florfenicol 259 73,0 179 56,1 438 65,0 <0,001
Gentamicina 33 9,3 23 7,2 56 8,3 0,327
Sulfonamida 265 74,6 207 64,9 472 70,0 0,006
Tetraciclina 326 91,8 253 79,3 579 85,9 <0,001

Do total de isolados de E. coli, 79,5% (536/674) foram classificados como
multirresistentes. Entre os matadouros-frigorificos (A, B, C) houve diferenca significativa (P
= 0,006) entre as frequéncias de isolados multirresistentes, que representaram 86,6%
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(194/224), 75,8% (185/244) e 76,2% (157/206), respectivamente. No total, foram encontrados
33 perfis multirresistentes distintos, sendo o mais frequente nos dois grupos de isolados e em
todos os matadouros-frigorificos [AmpFloNalSulTet], seguido de [AmpFloSulTet] (Tabela
10).

Tabela 10. Perfis de multirresisténcia antimicrobiana mais frequentes em isolados de
Escherichia coli provenientes de fezes e carcacas em trés matadouros-
frigorificos (A, B, C).

. . Fezes Carcacas
Perfil de multirresisténcia
A B C Total A B C Total
AmpFloNalSulTet 34 30 25 89 42 28 8 78
AmpFloSulTet 22 21 12 55 12 11 12 35
AmpFloNalTet 8 8 7 23 7 7 1 15
FloNalSulTet 4 1 9 14 14 5 2 21
AmpNalSulTet 5 1 6 12 2 4 16 22

Amp: ampicilina; Flo: florfenicol; Nal: &cido nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet: tetraciclina

A analise de macro restricdo (PFGE), conduzida em isolados apresentando os perfis de
multirresisténcia mais prevalentes, demonstrou que isolados de fezes e carcagas eram, na
maioria dos casos, relacionados (similaridade >70%) nos trés matadouros-frigorificos. No
matadouro A, quatro grupos de isolados relacionados foram formados, incluindo de trés até
oito isolados com perfis de resisténcia comuns e de ambas as origens. Com excec¢éo de dois
isolados, todos os demais obtidos no estabelecimento B foram agrupados em um cluster
relacionado, o qual apresentou predominantemente o perfil [AmpFloNalSulTet]. Em C, houve
maior diversidade de pulsotipos, sendo formados dois grupos que incluiram entre oito e nove
isolados; e seis pulsotipos ndo relacionados representados por isolados Unicos ou duplos
(Figura 2).
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Figura 2. Perfis de macro restrigdo e de multirresisténcia de isolados de Escherichia coli provenientes de fezes e carcagas em trés matadouros-
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5.2 ETAPA 2: Determinacdo do perfil de genes de resisténcia em Escherichia coli

provenientes de carcaca suinas na fase de pré-resfriamento

Duzentos e vinte e oito isolados originados de carcagas suinas e que apresentaram
perfil multirresistente na Etapa 1 foram testados quanto a suscetibilidade a dez outros
antimicrobianos. Considerando todos os antimicrobianos testados, as maiores frequéncias de
resisténcia foram identificadas frente a tetraciclina (97,8%), cloranfenicol (86,4%),
sulfonamida (85,1%), ampicilina (81,1%), florfenicol (77,2%), acido nalidixico (75,9%),
estreptomicina (65,8%) e trimetoprima (57%) (Tabela 11). Ndo foram encontrados isolados
resistentes ao ertapenem e fosmomicina. Considerando o matadouro-frigorifico de origem dos
isolados, ndo houve diferenca significativa na frequéncia de resistentes frente a maioria dos
antimicrobianos. Na classe dos fenicdis, observou-se diferenca estatistica, sendo os isolados
provenientes do matadouro-frigorifico A e C 0s que apresentavam, respectivamente,
frequéncia maior e menor de resistentes frente ao florfenicol e cloranfenicol. Houve diferenca
significativa na resisténcia a trimetoprima, sendo a frequéncia mais elevada encontrada no

matadouro-frigorifico A.

Tabela 11. Frequéncia de isolados de Escherichia coli originados de carcacas suinas
resistentes a antimicrobianos, em trés matadouros-frigorificos.

A(n=89) B (n=75) C (n=64) Total (n=228)

- - : : P valor
Resistente % Resistente %  Resistente % Resistente %

Aminoglicosideos
Gentamicina 6,7 10,7 14,1 10,1 0,326
Tobramicina 5,6 16,0 9,4 10,1 0,087
Amicacina 0 1,3 0 0,4 0,359
Canamicina 30,3 38,7 26, 6 32,0 0,285
Netilmicina 2,2 53 7,8 4,8 0,276
Estreptomicina 68,5 70,7 56,2 65,8 0,159
Quinolona
Acido nalidixico 79,8 76,0 70,3 75,9 0,402
p-lactamicos
Ampicilina 82,02 84,0 76,56 81,1 0,516
Cefotaxima 0 2,67 1,56 1,3 0,321
Ceftazidima 0 2,67 0 0,9 0,128
Fenicois
Florfenicol 95,5 88,0 39,1 77,2 < 0,001
Cloranfenicol 97,7 88,0 68,7 86,4 <0,001

Tetraciclinas
Tetraciclina 96,6 97,3 100 97.8 0,352
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Nitrofuranos

Nitrofurantoina 11 1,3 1,6 1,3 0,973
Trimetoprima 66,3 56,0 45,3 57,0 0,035
Sulfonamida 88,8 77,3 89,1 85,1 0,071

Para isolados resistentes ao acido nalidixico foi determinada a concentracéo inibitoria
minima (CIM) para ciprofloxacina (Tabela 12). De acordo com o ponto de corte estabelecido
pelo CLSI, 17,4% (30/172) desses isolados foram resistentes a ciprofloxacina. Entretanto, se
aplicado o ponto de corte epidemiolégico do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — EUCAST (ECOFF = 0,064), um total de 165 (95,9%) isolados seria
considerado ndo pertencente a populacdo selvagem, indicando que ja adquiriram algum grau

de resisténcia.

Tabela 12. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de ciprofloxacina para isolados de

Escherichia coli resistentes a acido nalidixico.

Antimicrobiano o Numero de isolados com CIM (ug/mL) de:

CIM p/mL 0,012 0,024 0,048 0,097 0,125 0,19 0,39 0,78 1,56 3.12 4.68 6,25 9.37
Ciprofloxacina

(0,012 6.25) 172 2 2 3 3 78 43 9 1 1 30

n: nimero de isolados; a linha indica o ponto de corte segundo CLSI (2012)

Os 228 isolados multirresistentes de E. coli apresentaram entre 3 e 11 marcadores
fenotipicos de resisténcia antimicrobiana (Figura 3). Nos frigorificos A e B, 75% dos isolados
apresentaram perfis com até oito marcadores, enquanto no frigorifico C esse mesmo

percentual de isolados apresentou até sete marcadores.

A u 25 22 14 11

B 13 20 10 3 2

EiE{ESE6ETEEEOEI)E]]
(numero de marcadores)

Figura 3. Distribuicdo de isolados de Escherichia coli multirresistentes, de acordo com a
guantidade de marcadores fenotipicos de resisténcia antimicrobiana identificados,
em trés matadouro-frigorificos (A, B e C).
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Foram identificados 85 perfis distintos de multirresisténcia, sendo que 50 perfis
estavam presentes em apenas um isolado. Os perfis mais encontrados foram
[AmpCloEstFloNalSulTetTri] e [AmpCanCloEstFloNalSulTetTri], os quais incluem todas as
classes de antimicrobianos testadas, exceto os nitrofuranos (Tabela 13).

Tabela 13. Cinco perfis de multirresisténcia antimicrobiana mais frequentes em isolados de
Escherichia coli provenientes de carcacas em trés matadouros-frigorificos (A, B,
C).

Numero de

Origem Perfil isolados

AmpCloEstFloNalSulTetTri 14
AmpCanCloEstFloNalSul TetTri
Frigorifico A AmpCloEstFloNalSulTet
AmpCloFloNalTet
AmpCloFloNalSulTet

[EEN
N

AmpCloEstFloNalSulTetTri
AmpCanCloEstFloNalSul TetTri
Frigorifico B AmpCanCloEstFloNalSul Tet
AmpCloFloNalTet
CanCloEstFloNalSul Tet

AmpCloSulTet
AmpCloEstNalSulTetTri
Frigorifico C AmpNalSulTet
AmpEstNalTet
AmpEstNalSulTetTri

Wb DDA OOOOOOG O N

Amp: ampicilina; Can: canamicina; Clo: cloranfenicol; Est: Estreptomicina; Flo: florfenicol; Nal: acido
nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet: tetraciclina; Tri: trimetoprima

Vinte e sete isolados multirresistentes que foram submetidos a pesquisa de 15
diferentes genes de resisténcia e ao PFGE estdo representados na Figura 4. Em relacdo aos
genes de resisténcia, ndo foram detectados blapsg, sull, catAl, tetG, ant2 e strB em nenhuma
das amostras. Os genes detectados foram, por ordem de frequéncia: strA (83.3%); aac(3)IV;
(70%); tetB (70%); sul2 (60%); floR (56,6%); tetA (50%); aph(3)la (43,3%); sul3 (26,6%) e
blatem (10%). Dos cinco isolados que apresentaram resisténcia as cefalosporinas, apenas uma
cepa foi positiva no teste fenotipico confirmatorio para producdo de ESBL. Entretanto em trés
desses isolados, incluindo o Unico positivo no teste confirmatério, o gene blatem foi
detectado.

Entre os 23 isolados que apresentaram fendtipo de resisténcia a sulfonamida, 16
apresentavam o gene sul2, seis o sul3 e um isolado ambos os genes. Em um isolado

fenotipicamente resistente ndo foi possivel detectar o gene sul. Todos os 26 isolados
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representados na Figura 4 apresentaram algum gene de resisténcia a tetraciclina: somente tetA
(7 isolados); somente tetB (12 isolados); teA e tetB (7 isolados). Um isolado fenotipicamente
suscetivel a tetraciclina carreava genes tet.

Dos 21 isolados que apresentaram resisténcia fenotipica concomitante para florfenicol
e cloranfenicol, 16 isolados apresentaram o gene florR e em cinco nenhum dos genes
investigados foi encontrado. Dois isolados que apresentaram somente resisténcia ao
florfenicol foram negativos para os genes testados.

Em relacdo aos aminoglicosideos, em 21 isolados resistentes a estreptomicina houve a
presenca do gene strA. Em dois isolados fenotipicamente resistente, esse gene nao foi
encontrado. Em 18 isolados o gene aac(3)IV foi amplificado, desses isolados 16 apresentaram
perfil de resisténcia a gentamicina, tobramicina e/ou netilmicina em diferentes combinacdes.
Dois isolados carreavam o0 gene aac(3)IV, porém ndo apresentavam resisténcia aos
aminoglicosideos testados. Em relacdo a canamicina, 12 isolados apresentaram resisténcia
fenotipica e presenca do gene aph(3)la; em dois isolados resistentes o gene nao foi detectado.

Na anélise de macro restricdo (PFGE), trés grupos relacionados (similaridade > 70%)
foram formados, enquanto oito pulsotipos apresentaram isolados Unicos ou duplos. O
primeiro grupo incluiu sete isolados, sendo trés idénticos no PFGE, fendtipo e gendtipo de
resisténcia. Apesar de provenientes de um mesmo matadouro-frigorifico (C), os isolados
indistinguiveis eram originados de carcagas distintas. Situacdo semelhante foi observada no
segundo grupo, onde quatro isolados provenientes de carcacas distintas de um mesmo
matadouro-frigorifico (B) apresentaram pulsotipo e gendtipo de resisténcia indistinguiveis. O
terceiro grupo incluiu trés isolados do mesmo matadouro-frigorifico que apresentaram

fendtipo de resisténcia indistinguivel e pulsotipos relacionados.
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- Matadouro-frizgorifico Perfil fenotipico Perfil genotipico
C CloEstFloGenMNalllet2ul TaiTok a3, teib, strd, aac(3)IV
C CloEstFloGenMNalllet2ul TaiTok a3, teib, strd, aac(3)IV
C CloEstFloGenMNalllet2ul TaiTok a3, teib, strd, aac(3)IV
B AmpCloEstFloGenTetTobTnsul tetb, floF, sird, zac(3)IV
B CanCloEstFloGenNalSul TatTok 3, tetd floR, sird aph{?)la, aac{3iV
C EetCloGenMal3ulTetTob a3, teib, strd, aac(3)IV
C EetGenlallMetZulTetTob a3, teib, strd, aac(3)IV
A AmpCloEetFloCenallatiul Tet TobTn sul2, teiB, floR, strd, 2ac(3IV
C AmpCanCloEstFloMNaletSulTatTob sl?, teiB, floR. strA, aph{3la, aac(3)IV
A AmpCanCloEstFloCantal ulTat mld, tetd floR, sird
B AmpCanCloEstFloSulTatTakTr suld, tetd tetB, floR, strd aph{3ia, azc{3 IV
B AmpCanCloFloFosGenNalNatTefTobTn teth floR
B AmpCloEstFlofenalSulTob ml?, tetd floR, sird aac(3IV
C AmpCleCHEstFloful TetTn sld, tedB, sul?, floR, strd, aac{3IV
A AmpCloEstFloGenNalSulTatTobTn mld, tetd floR, sird
B AmpCanCloEetFlolGantlal SulTetTn sld, tetd aph(?)la
B AmpCoFatFloCenNalSulTat mld, tetd strh
E AmpCxTet blaTEM, teth
E AmpCanCloFetFlolatiul TetTobTn mld, tetd tetB, flok, strd aph(3ia, aze{3 IV
E AmpCanCloFetFlolatiul TetTobTn mld, tetd tetB, flok, strd aph(3ia, aze{3 IV
B AmpCanCloEstFloTetTobTn suld, tetd tetB, floR, strd aph{3ia, azc{3 IV
E AmpCanCloFetFloCanMetulTatTobTr mld, tetd tetB, flok, strd aph(3ia, aze{3 IV
A CloEstFloGenMNalSul Tet TobTr mld, tetd tetB, flok
E AmpCanCazCloFleMalTaTn blaTEM, teth taiB, floR, aphi3ila, aac(3)IV
C CanFetCanblal BulTat mld, teiB, strd aph(3ila, aze{3 TV
C CanEztCrentlal2ulTat sul2, tedB, strd, aph(3)la
C CanFetCanblalBnlTet ml? teth strd aphi3ila

Figura 4. Perfis de macro restricdo e de multirresisténcia de isolados de Escherichia coli multirresistentes provenientes de carcagas em trés matadouros-
frigorificos (A, B, C) de suinos. Os grupos de isolados relacionados (similaridade >70%) estdo marcados com colchetes.
Amp: ampicilina; Can: canamicina; Clo: cloranfenicol; Est: Estreptomicina; Flo: florfenicol; Nal: &cido nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet:

tetraciclina; Tri: trimetoprima.
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5.3. ETAPA 3: Determinacdo do perfil de resisténcia fenotipica em Escherichia coli
isoladas de fezes e perfil de microbiota intestinal de suinos submetidos a diferentes

protocolos de uso de antimicrobianos via racéo

Primeiramente, os quatro grupos de suinos que receberam diferentes protocolos de uso
de antimicrobianos foram avaliados quanto ao perfil da microbiota intestinal. Para tanto, duas
regides hipervariaveis distintas do gene 16S rRNA foram sequenciadas em amostra de DNA
total de fezes dos suinos de cada um dos grupos.

No estudo da microbiota intestinal, utilizando a regido V1-V3 do gene 16S rRNA, um
total de 853.301 reads de 488 bases em media (variacdo de 280 a 582 bases) foram
sequenciadas na plataforma MiSeq (lllumina). As sequéncias que apresentaram reads maiores
qgue 500 bases e homopolimeros com oito bases, além das sequéncias Unicas, foram
descartadas. Apoés, as sequéncias foram alinhadas com as do banco de referéncia SILVA, e
excluidas as sequéncias ndo correspondentes a bactérias. Por este tratamento, foram
removidas 670.950 sequéncias, sendo, entdo, utilizados 164.351 reads para analise da
diversidade bacteriana. Para analise estatistica, as sequéncias pertencentes a primeira coleta
(pbs-nascimento) foram excluidas, uma vez que a microbiota do animal sofre alteracdo apds o
desmame, independente do uso de antimicrobianos, fato que poderia introduzir um viés na
analise.

A analise estatistica da composicdo da microbiota intestinal dos grupos demonstrou
gue ndo houve diferenca significativa na composi¢do da comunidade microbiana ao longo das
coletas, nem pela aplicacdo de diferentes protocolos de antimicrobianos via ra¢do. A maioria
das sequéncias classificaveis pertenciam aos filos Firmicutes e Bacterioidetes (58-94%)
(Figura 5). O filo Proteobacteria participou com apenas 20 a 35% da microbiota identificada.
Dos Bacterioidetes o género Prevotella (Figura 6) foi o mais frequente, assim como
Oscillibacter foi 0 mais encontrado entre os Firmicutes. Entre as Proteobacterias o género

Succinivibrio foi 0 mais frequente.
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1 Others (>1)
i Fibrobacteres
Elusimicrobia
1 Tenericutes
N Lentisphaerae
B Planctomycetes
B Synergistetes
B Spirochaetes
1 Actinobacteria
i Proteohacteria
0 Bacteroidetes

B Firmicutes

Figura 5. Filos classificaveis referente a média dos animais de quatro grupos com diferentes

protocolos de administragdo de antimicrobianos via ragdo, sequenciados na
plataforma MiSeq (Illumina).

G1C2 - grupo 1, coleta 2; G2C2 - grupo 2, coleta 2;G3C2 - grupo 2, coleta 2; G4C2 - grupo 4, coleta 2; G1C3 -
grupo 1, coleta 3; G2C3 - grupo 2, coleta 3; G3C3 - grupo 3, coleta 3; GAC3 - grupo 4, coleta 3; G1C4 - grupo 1,
coleta 4; G2C4 - grupo 2, coleta 4; G3C4 - grupo 3, coleta 4; G4C4 - grupo 4, coleta 4; G1C6 - grupo 1, coleta 6;

G2C6 - grupo 2, coleta 6; G3C6 - grupo 3, coleta 6; G4C6 - grupo 4, coleta 6.

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja

comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.
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Turicibacter
Cellulosilyticum
Butyrivibrio
Fibrobacter
Elusimicrobium
Corynebacterium
Catenibacterium
Subdaligranulum
Asteroleplasma
Victivallis
Odoribacter
Anaerovibrio

W Solobacterium
Barnesiella
Slackia
Pseudoflavonifractor
Anaerotruncus

= Coprococcus

W Sutterella
Parasutterella
Collinsella

[ Sharpea

W Mogibacterium

B Pyramidobacter

M Helicobacter
Campylobacter

B 0lsenella

B Flavonifractor

B Streptococcus

B Erysipelotrichaceae_incertae_sedis

B Cloacibacillus
Succinivibrio

W Eubacterium

B Clostridium_IV

W Dorea

B Clostridium_XI

B Faecalibacterium

[ Butyricimonas

B Butyricicoccus

B Anaerovorax

B Ruminococcus

B Roseburia

B Clostridium_XIVb

B Treponema

B Alistipes

B Clostridium_sensu_stricto

B Clostridium_XIVa

M Blautia

M Parabacteroides

B Lachnospiracea_incertae_sedis

M Bacteroides

B Oscillibacter

M Prevotella

Figura 6. Composicdo da microbiota bacteriana no nivel de género referente a médis dos
animais de quatro grupos com diferentes protocolos de administragdo de
antimicrobianos via racdo, sequenciados na plataforma MiSeq (Illumina).

G1C2 - grupo 1, coleta 2; G2C2 - grupo 2, coleta 2;G3C2 - grupo 2, coleta 2; GAC2 - grupo 4, coleta 2; G1C3 -

grupo 1, coleta 3; G2C3 - grupo 2, coleta 3; G3C3 - grupo 3, coleta 3; GAC3 - grupo 4, coleta 3; G1C4 - grupo 1,

coleta 4; G2C4 - grupo 2, coleta 4; G3C4 - grupo 3, coleta 4; G4C4 - grupo 4, coleta 4; G1C6 - grupo 1, coleta 6;

G2C6 - grupo 2, coleta 6; G3C6 - grupo 3, coleta 6; G4C6 - grupo 4, coleta 6.

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja

comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.
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Na outra abordagem do estudo da microbiota intestinal, onde a regido alvo foi VV5-V6
do gene 16S rRNA, o sequenciamento foi feito na plataforma lonTorrent, gerando produtos
com cerca de 310 bases. Cerca de 1.016.838 reads foram sequenciadas na plataforma, e foram
submetidas ao mesmo tratamento descrito no sequenciamento da regido V1-V3. Apos a
retirada de 745.520 sequéncias, um total de 271.318 reads foram utilizadas para analise.
Como na analise anterior, a primeira coleta foi excluida.

A avaliacdo da regido V5-V6 do gene 16S rRNA apresentou resultado semelhante
aquela obtida com a regido V1-V3, onde os grupos ndo apresentaram diferenca significativa
ao longo das fases ou como resultado da administragdo de protocolos distintos de
antimicrobianos na ragdo. Semelhante ao encontrado na avaliacdo da regido V1-V3, os filos
Bacteriodetes e Firmicutes (38-95%) predominaram (Figura 7).

Os géneros mais frequentes foram Prevotella e Bacteroides, ambos do filo
Bacteriodetes. O género Oscillibacter foi o quarto mais frequente apds o género
Lactobacillus, ambos pertencentes ao filo Firmicutes (Figura 8). Do filo Proteobacteria, o

B E B mVerrucomicrobia
mDeferribacteres
RF3
Elusimicrobia
mPlanc tomyeetes
mChlamydiae
mFibrobacteres
mFusobacteria
mCandidate_division TN
mLentisphasras
B ancbacteria
mSynergistetes
m Actinobacteria
mTenenicutes
Spirochastes
unclazsfied
mProtecbacteria
mFirmicutes
mEacteroidetes
bg\ ¢

o\& & GJO‘ c?‘(’

Figura 7. Composicao da microbiota bacteriana no nivel de filo referente a média dos animais
de quatro grupos com diferentes protocolos de antimicrobianos via ragdo em 4
coletas distintas, sequenciados na plataforma lonTorrent PGM.

G1C2 - grupo 1, coleta 2; G2C2 - grupo 2, coleta 2; G3C2 - grupo 2, coleta 2; GAC2 - grupo 4, coleta 2; G1C3 -

grupo 1, coleta 3; G2C3 - grupo 2, coleta 3; G3C3 - grupo 3, coleta 3; G4C3 - grupo 4, coleta 3; G1C4 - grupo 1,

coleta 4; G2C4 - grupo 2, coleta 4; G3C4 - grupo 3, coleta 4; G4C4 - grupo 4, coleta 4; G1C6 - grupo 1, coleta 6;

G2C6 - grupo 2, coleta 6; G3C6 - grupo 3, coleta 6; G4C6 - grupo 4, coleta 6.

género mais frequente foi Succinivibrio.
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u Spirochaeta

m Anaerofilum

B Anasrovorax

mhogibac terium

m Pyrami dobacter

m Paludibacter

mHoldemama

m Collinzella
Anasrosporobacter
dgA-11_gut group
Eilophila

Morvella

[ ] 015511311&
Bubyricicoccus

®u Peeudoflavoni fractor

mBulleidia

m Oribacterium

mMarvinbryantia

m Caminiobacter

m Diorea

m Suiterella
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m Dezulfovibrio

m Elautia

m Dhalister

m Acidaminococcus
Mtzuckeslla
Streptococcus
Treponema

¥ Fascalibacterium

m Subdolig ranulum

m Selenomonas

B Coprococcus

mEzcherichia-Shigella

mLachnespira

W Papillibacter
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= Ruminococcus

= Alstipes

m Butyricimonas

u Pszudobutyrivibrio
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m Clostridium
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m Parabacteroides
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Figura 8. Composicdo da microbiota bacteriana no nivel de género referente a média dos
animais de quatro grupos com diferentes protocolos de antimicrobianos via racéo
em quatro coletas distintas, sequenciados na plataforma lonTorrent PGM.

G1C2 - grupo 1, coleta 2; G2C2 - grupo 2, coleta 2; G3C2 - grupo 2, coleta 2; GAC2 - grupo 4, coleta 2; G1C3 -
grupo 1, coleta 3; G2C3 - grupo 2, coleta 3; G3C3 - grupo 3, coleta 3; GAC3 - grupo 4, coleta 3; G1C4 - grupo 1,
coleta 4; G2C4 - grupo 2, coleta 4; G3C4 - grupo 3, coleta 4; G4C4 - grupo 4, coleta 4; G1C6 - grupo 1, coleta 6;

G2C6 - grupo 2, coleta 6; G3C6 - grupo 3, coleta 6; G4C6 - grupo 4, coleta 6.

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja
comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.
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O género Escherichia, pertencente ao filo Proteobacteria, ndo figurou entre 0s grupos
majoritarios da microbiota intestinal, como pode ser visto nas figuras 6 e 8. A enumeracgéo de
E. coli, apos cultivo em agar EMB, resultou em grande variabilidade entre animais, porém a
mediana das contagens ndo apresentou diferenca significativa entre grupos (P>0,05), ficando
entre 5,24 e 5,37 log UFC.g™! de fezes (Tabela 14).

Tabela 14. Contagem minima, maxima e mediana de Escherichia coli em fezes de suinos
pertencentes a grupos submetidos a quatro protocolos de administracdo de
antimicrobianos via racéo.

Contagem de E. coli (UFC.gt) Mediana de E. coli
Grupos Minima Maxima
UFC.g! Log UFC.g*!
1 0,00x10° 6,34x10’ 2,15 x10° 5,33
2 3,10x103 4,58x10’ 2,35 x10° 5,37
3 6,00x10" 1,49x107 1,76 x10° 5,24
4 0,00x10° 5,64x10’ 1,87 x10° 5,27

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja
comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.

Duzentos e setenta e sete isolados de E. coli retirados do agar EMB foram submetidos
ao teste de suscetibilidade antimicrobiana (Tabela 15). Destes, 12,3% (34/277) foram
suscetiveis a todos os antimicrobianos testados e 72,5% (201/277) foram considerados
multirresistentes. O Grupo 4 apresentou a maior frequéncia de multirresistente 31,3%
(63/201), seguido dos Grupos 3, 2 e 1 com 25,9% (52/201), 22,4% (45/201) e 20,4%
(41/201), respectivamente. Entre grupos houve diferenca significativa para ampicilina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, florfenicol, sulfonamida e tetraciclina (P < 0,05). O Grupo 4
apresentou a frequéncia mais elevada para todas as drogas citadas. Vinte e sete isolados foram
positivos no teste de triagem para ESBL, ou seja, resistentes a ceftazidima e/ou cefotaxima;
destes, 20 foram confirmados fenotipicamente. Houve diferenca significativa (P = 0,011) na
ocorréncia de E. coli produtora de ESBL entre grupos: cinco isolados (Grupo 1); quatro
(Grupo 2); um (Grupo 3); e 10 isolados (Grupo 4).

As amostras de fezes dos mesmos animais, submetidas ao protocolo de selecdo de
bactérias produtoras de ESBL, resultou na recuperacdo de 76 colonias suspeitas no agar
cromogénico chromolD ESBL®. Destas, 52 coldnias foram identificadas como E. coli, das
quais apenas 20 foram ESBL-positivas no teste confirmatorio. Os 20 isolados de E. coli

ESBL-positivos foram originados do Grupo 1 (5 isolados), Grupo 2 (3 isolados) e Grupo 4



66

(12 isolados), com diferencga significativa entre grupos (P = 0,019). No Grupo 3 ndo houve a
confirmagéo de E. coli produtora de ESBL.

Tabela 15. Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos em isolados de Escherichia coli
provenientes de fezes de suinos submetidos a diferentes protocolos de
administracdo de antimicrobianos via ragao.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Antimicrobiano (n=69) (n=71) (n=70) (n=67) P valor
Resistente % Resistente % Resistente % Resistente %

Acido Nalidixico 56,9 49,3° 49,3 70,0° 0,006
Ampicilina 37,5 52,1 65,8 78,6° < 0,001
Cefotaxima 12,5 5,6 1,4 15,7 0,008
Ceftazidima 0,0 2,8 0,0 5,7 0,036

Ciprofloxacina 13,9 18,3 20,5 41,4 0,001
Cloranfenicol 26,42 39,4 54,8 74,3P < 0,001
Florfenicol 20,8 29,6 42,5 65,7 < 0,001

Gentamicina 8,3 15,5 16,4 12,9 0,398
Sulfonamida 52,8 56,32 57,5 81,4° < 0,001
Tetraciclina 61,1 62,02 72,6 98,5P < 0,001

Letras diferentes demonstram os grupos que tiveram diferenca entre si pelo procedimento de Marascuilo

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja
comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.

Os 277 isolados de E. coli analisados apresentaram entre O e 10 marcadores
fenotipicos de resisténcia antimicrobiana (Figura 9). Os Grupos 1 e 2 apresentaram um maior
namero de isolados sem marcadores de resisténcia, 11 e 16 isolados, respectivamente; em

contrapartida o Grupo 4 apresentou 0 maior nimero de isolados (39) com seis ou mais

marcadores.
Grupo 1 1 7 s 1 14 s mEm
Grpos 75 & 5 16 2 I
Grupo+ 13 4 ¢ 12 I

(rniimero de marcadores)

Figura 9. Distribuicdo de isolados de Escherichia coli, de acordo com a quantidade de
marcadores fenotipicos de resisténcia antimicrobiana identificados.

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de

antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja

comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.
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Foram encontrados 73 perfis distintos (Tabela 16), sendo que 36 estavam presentes em
um unico isolado. O perfil mais encontrado, tanto no Grupo 1 quanto no Grupo 2, foi
[NalSulTet], j& o Grupo 3 apresentou trés perfis mais frequentes [AmpCloFloTet],
[AmpCloFloSulTet] e [AmpCipCloFloGenNalSulTet]. O Grupo 4 apresentou uma maior
diversidade de perfis, sendo o mais prevalente [AmpCloFloNalSulTet].

Tabela 16. Dez perfis de resisténcia antimicrobiana mais frequentes em isolados de E. coli
provenientes de fezes de suinos submetidos a diferentes protocolos de
administracdo de antimicrobianos via ragao

. A Grupos
Perfil de resisténcia 1 > 3 2 Total
AmpCloFloTet 1 7 6 3 17
NalSulTet 7 8 1 0 16
AmpCloFloSulTet 1 1 6 6 14
AmpCipCloFloNalSulTet 0 2 4 7 13
Tet 6 3 3 1 13
AmpCloFloNalSulTet 0 0 3 9 12
AmpSulTet 1 2 4 4 11
AmpCipCloFloGenNalSulTet 1 0 6 2 9
AmpCloNalSul Tet 3 4 0 1 8

AmpCloNalSul 3 0 4 0 7

Amp: ampicilina; Caz: ceftazidima; Cip: ciprofloxacina; Clo: cloranfenicol; Ctx: cefotaxima; Flo: florfenicol;
Gen: gentamicina; Nal: acido nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet: tetraciclina; Tri: trimetoprima.

Grupos: 1 - sem antimicrobianos; 2 - animais de granja sem uso de antimicrobianos que receberam trés pulsos de
antimicrobianos entre 29-108 dias; 3 - granja comercial com uso continuo de dois antimicrobianos; 4 - granja
comercial com uso continuo de seis antimicrobianos.
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6. DISCUSSAO

Os antimicrobianos tém sido amplamente utilizados na producdo animal, quer seja no
tratamento e prevencdo de doengas ou como promotores de crescimentos. Nos Estados
Unidos, estima-se que aproximadamente 80% do consumo geral de antimicrobianos ocorre
em animais de producéo, incluindo o uso de drogas que também sdo utilizadas na terapéutica
humana (FDA, 2010). Este consumo pode contribuir para o surgimento e selecdo de cepas
resistentes a antimicrobianos, que podem ser transmitidas para os humanos através de
produtos de origem animal e pelo ambiente (PRICE et al., 2007; GRAHAM et al., 2009;
SMITH et al., 2013; BOECKEL et al., 2015).

A exposicdo repetida a doses baixas de agentes antimicrobianos pode propiciar
condigdes ideais para a selecdo e disseminagdo de cepas resistentes em animais (YOU &
SILBERGELD, 2014). Os antimicrobianos adicionados as racGes expdem a microbiota
intestinal a multiplas pressdes, que atuam sobre uma série de mecanismos moleculares
associados com o desenvolvimento de resisténcia (DAVIS et al., 2011). Ha mais de cinquenta
anos, Starr e Reynolds (1951) ja alertavam que cepas de Escherichia coli isoladas a partir de
microbiota intestinal de aves poedeiras, que recebiam estreptomicina na racdo, apresentavam
maior resisténcia a essa droga, quando comparado com animais ndo expostos. Com a
utilizacdo de métodos moleculares para a pesquisa de genes de resisténcia, mais estudos sobre
esse assunto foram realizados e demonstraram que a microbiota de animais sdo reservatorios
de patdgenos resistentes; além disso, que 0s marcadores de resisténcia existentes podem ser
transferidos para 0 ambiente e, consequentemente, para os humanos (HAMMERUM, 2012).

No presente estudo, demonstrou-se que E. coli isolada de lotes suinos, que receberam
continuamente antimicrobianos via racdo, apresentavam frequéncia de resisténcia e
multirresisténcia maior em comparacdo com isolados de lotes ndo-medicados. O Grupo 1 do
estudo era composto por lotes mantidos em condicdo experimental na Embrapa Suinos e
Aves, ou seja, uma baixa densidade de animais alojados em sistema ndo-comercial. Os lotes
alojados eram criados, desde 2008, sem a administracdo de antimicrobianos via ragdo. O
Grupo 2, por sua vez, era composto por suinos originados dessa mesma unidade experimental
e gque passaram a receber pulsos de antimicrobianos de quatro classes distintas (polimixinas,
tetraciclinas, fenicois e pleuromutilinas), como uma forma de simular a introducdo de
antimicrobianos em lotes ndo-medicados. A avaliacdo dos isolados de E. coli proveniente dos

lotes de ambos os grupos apresentaram um perfil de resisténcia similar, caracterizado por um
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maior nimero de isolados suscetiveis e frequéncia menor de resisténcia e multirresisténcia
frente aos antimicrobianos testados (Tabela 16; Figura 9).

Esse resultado corrobora com as afirmacdes de que a reducéo, e até mesmo banimento,
do uso de agentes antimicrobianos de forma ndo-terapéutica em animais de producéo, leva a
diminuicdo da resisténcia antimicrobiana (AGERS@ e AARESTRUP, 2013). Aarestrup
(2012) afirma que a proibicéo do uso de antimicrobianos como promotor de crescimento e a
reducao do uso geral na producdo animal é possivel, sem causar danos para a produtividade e
economia do setor. Entretanto, alguns autores sdo contrarios a essa opinido. Em estudo
realizado por Phillips (2007), foi demonstrado que, apds a proibi¢do do uso de promotores de
crescimento na Unido Europeia, houve um aumento na frequéncia de resisténcias de cepas de
Enterococcus a vancomicina e teicoplanina, alem do aumento de Campylobacter resistente a
macrolideos, sugerindo assim, que o0 banimento de antimicrobianos em animais nao
diminuiria o risco de transmissdo de cepas resistentes para humanos. Além disto, um
incremento do uso terapéutico dos antimicrobianos foi observado nos anos subsequentes ao
banimento do uso ndo-terapéutico, em virtude do aumento de doencas respiratorias e entéricas
(AARESTRUP, 2015).

Chama atencdo nos Grupos 1 e 2, o fato de 50% ou mais dos isolados de E. coli serem
resistentes frente ao &cido nalidixico, tetraciclina e sulfonamidas, sendo [NalSulTet] o perfil
de resisténcia mais frequente nesses grupos (Tabela 16). Especificamente, no Grupo 1 que
estava alojado em um sistema de producdo que ndo administrava antimicrobianos ha mais de
cinco anos, seria esperado que a frequéncia de isolados resistentes frente a todos os
antimicrobianos fosse inferior a esse indice. Entretanto, estudos demonstram que
determinantes de resisténcia a antimicrobianos podem persistir durante muito tempo em
bactérias presentes no ambiente, bem como podem ser co-selecionados com genes de
resisténcia a outras substancias como metais e desinfetantes.

Sengelgv et al. (2003) relataram a persisténcia de isolados resistentes por 300 dias
apos a aplicacdo de dejetos de suinos no solo. Ghosh e Lapara (2007) descreveram que
bactérias resistentes carreadas por dejetos de suinos persistiram por mais de 18 meses no solo,
podendo vir a contaminar a agua superficial e subterranea. Assim, residuos podem ser uma
importante fonte de disseminacdo de isolados resistentes para 0os microbiomas ambientais,
podendo retornar aos animais confinados pela agua, ar, fomites ou carreados por outros
animais e vetores.

No ambiente da granja ou no intestino, isolados que carreiam cassetes génicos que

incluem genes de resisténcia a desinfetantes e metais podem ser co-selecionados (BAKER-
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AUSTIN et al, 2006). Geralmente, os metais administrados aos animais ndo sdo
metabolizados e, assim, sdo excretados nas fezes (GARBARINO et al, 2003; JACKSON et al,
2003), que ao entrarem em contato com o0 ambiente podem selecionar bactérias resistentes. Ja
¢ comprovada a interacdo entre metais e antimicrobianos, em termos de co-selecdo e co-
transferéncia de resisténcia. McKinney e colaboradores (2010) observaram correlagéo
positiva entre 0s genes tet e varios metais em um estudo conduzido em lagoas de dejetos de
suinos. Zhu et al. (2013) observaram correlacdo entre genes de resisténcia e a presenca de
cobre em fezes e ambiente de uma granja de suinos. Em humanos, ha evidéncia de que a
exposicdo frente ao mercirio aumenta a probabilidade de selecdo de cepas de E. coli
multirresistentes (SKURNIK et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que o gene tcrB, que
confere resisténcia ao cobre, pode ser transferido por conjugacdo entre enterococos,
juntamente com genes que codificam resisténcia a eritromicina, tetraciclina, vancomicina,
ampicilina e gentamicina (HASMAN & AARESTRUP, 2005; AMACHAWADI et al., 2013;
SILVEIRA et al., 2014). Da mesma forma, ja foi relatada a co-seleccdo que cadmio e zinco
exercem em isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, através de
transferéncia horizontal de plasmideos contendo genes de resisténcia, tanto para meticilina
quanto cadmio e zinco (CAVACO et al., 2010). Estes resultados alertam para a necessidade
de considerar a acdo de outras substancias na selecdo de determinantes de resisténcia a
antimicrobianos e sua disseminacéo.

Os resultados obtidos no Grupo 2 sugerem, ainda, que a mudanca de perfil de
resisténcia é um processo progressivo decorrente do uso continuado de antimicrobianos, uma
vez que a administracdo de antimicrobianos a suinos que ndo recebiam ragdes medicadas néo
induziu a alteracdo imediata da frequéncia de resisténcia dos isolados de E. coli. Por outro
lado, observa-se que houve um maior niumero de isolados com perfil [AmpCloFloTet] nesse
grupo em relacdo ao Grupo 1, o que pode sugerir a co-selecdo de isolados resistentes ja
presentes no intestino dos animais pela administracéo de pulso de florfenicol na terminacéo.

Ao contrario, os lotes dos Grupos 3 e 4 eram provenientes de granjas comerciais que
utilizavam protocolos continuados de administracdo de antimicrobianos; portanto, havia
exposicdo da microbiota por periodo que permitiria a selecdo de bactérias resistentes. Esses
grupos representaram o protocolo mais frequente no manejo de suinos no Brasil, onde
diferentes principios ativos de antimicrobianos sdo administrados ao longo de todas as fases
zootécnicas. Os lotes do Grupo 3 receberam trés pulsos de colistina e um pulso de
lincomicina, ao passo que o Grupo 4 recebeu, alternadamente, antimicrobianos de seis classes

distintas: fenicois, quinolonas, polimixinas, aminoglicosideos, macrolideos e pleuromutilinas.
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Os isolados de E. coli provenientes das fezes dos animais do Grupo 4 apresentaram frequéncia
de resisténcia mais elevada, maior concentracdo de isolados no grupo de maior nimero de
marcadores fenotipicos de resisténcia (>6) e auséncia de isolados suscetiveis aos
antimicrobianos. Os isolados do Grupo 3 ficaram numa posicao intermediaria entre 0s Grupos
1e2eo Grupo 4 (Tabela 15, Figura 9). Os perfis de multirresisténcia mais encontrados em
ambos 0s grupos incluiam antimicrobanos das classes B-lactdmicos, fenicois, quinolonas,
sulfonamidas, tetraciclinas e aminoglicosideos (Tabela 16), demonstrando um cenario distinto
daquele encontrado nos Grupos 1 e 2. Chantziaras e colaboradores (2014) demonstraram forte
correlacdo entre os niveis de consumo de oito classes de antimicrobianos e a prevaléncia de
resisténcia aos antimicrobianos em E. coli de suinos, aves e bovinos. De forma semelhante, o
grupo que foi exposto ao maior nimero de classes de antimicrobianos em nosso estudo
(Grupo 4) apresentou frequéncia significativamente maior de resisténcia frente a maioria dos
antimicrobianos testados em comparagdo com 0 Grupo 1 ou Grupo 2 (Tabela 15).

A evolucdo da resisténcia e multirresisténcia ao longo do tempo foi demonstrada em
estudo retrospectivo conduzido em 1.729 isolados de E. coli de humanos e animais, isolados
no periodo de 1950-2002 (TADESSE et al., 2012). Nesse estudo, foi demonstrado aumento
significativo (p<0,001) de resisténcia & ampicilina, sulfonamida e tetraciclina. A frequéncia de
multirresistentes aumentou de 7,2% na década de 1950 para 63,6% durante os anos 2000. O
fendtipo de co-resisténcia mais frequente foi tetraciclina e estreptomicina (29,7%), seguido
por tetraciclina e sulfonamida (29,0%), indicando que esses determinantes de resisténcia eram
capazes de se estabelecer e permanecer nas populacdes bacterianas ao longo do tempo. Em
nosso estudo a co-resisténcia a tetraciclina e sulfonamida também foi frequentemente
observada, corroborando com relatos em E. coli e Salmonella isolados de suinos no Brasil
(SCHNEIDER et al., 2009; LOPES et al., 2015) e demonstrando que esses determinantes
também foram selecionados na regido.

Em virtude da importancia dos -lactamicos para o tratamento de infec¢des severas em
humanos, a pesquisa de bactérias Gram-negativas produtoras de ESBL tem adquirido
importancia nos programas de monitoramento de bactérias animais (EFSA, 2015). Por conta
da sua relevancia e da baixa frequéncia de ocorréncia, a adog¢do de protocolos de
enriquecimento seletivo e deteccdo em meio solido seletivo e diferencial tém sido proposta
(EFSA, 2015). No presente estudo, adotou-se tanto o enriquecimento seletivo de E. coli
produtoras de ESBL, como a pesquisa de isolados resistentes no grupo de col6nias tipicas de

E. coli obtidas do agar EMB (protocolo ndo-seletivo).
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Em relacdo ao protocolo seletivo, houve baixa recuperagdo de E. coli ESBL positiva.
Entre as amostras de fezes obtidas de 279 animais, apenas 52 isolados foram confirmados
como E. coli e 20 isolados foram positivos no teste confirmatdrio de ESBL preconizado pelo
CLSI. O agar chromID ESBL® tem como sua principal vantagem uma alta sensibilidade
(97,7%) e uma boa especificidade (89%), o que permite a recuperacdo e identificacdo da
maioria dos organismos produtores de ESBL (GLUPCZYNSKI et al., 2007). Entretanto,
Farber et al. (2008) observaram que esse meio, apesar de apresentar sensibilidade elevada
(95,8%), pode apresentar baixa especificidade (10,5%) em algumas situagdes. Nesse estudo,
os resultados falso-positivos ocorreram em Enterobacter sp. e E. coli que apresentavam o
gene ampC cromossdmico ou plasmidial, o qual codifica a produgao de uma B-lactamase
distinta das ESBLs. A expressao de ampC é tipicamente associada com a resisténcia a todos
os B-lactamicos, exceto os carbapenémicos e cefepima. Em contraste com as ESBL, as
enzimas codificadas por ampC nao sdo afetadas pelos inibidores de B-lactamase. No que diz
respeito ao meio de cultura chromID ESBL®, esse ndo € capaz de diferenciar a presenca de
enzimas ESBL e os mecanismos de resisténcia associados ao ampC, justificando a ocorréncia
de confundimento na identificacdo de coldnias tipicas (FARBER et al., 2008).

Entre os isolados obtidos do &gar EMB (sem selecdo), testados frente a cefotaxima e
cefotazidima (teste de triagem para ESBL) e, posteriormente, frente aos discos desses mesmos
antimicrobianos associados ao acido clavulanico (teste confirmatério para ESBL), também
houve uma baixa frequéncia de isolados positivos. Entre esses isolados, apenas 20
confirmaram ser produtores de ESBL no teste fenotipico. Em ambos os casos, houve
diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos de origem dos isolados, sendo a maioria
proveniente do Grupo 4. Em estudo anterior, um namero relativamente baixo de isolados
positivos também foi encontrado (JONES-DIAS et al., 2016). Porém, Hu e colaboradores
(2013) observaram uma tendéncia de aumento da prevaléncia de produtores de ESBL em E.
coli isolada de suinos saudaveis ao longo dos anos. Este aumento em isolados provenientes de
suinos foi atribuido, pelos autores, ao aumento do uso de antimicrobianos na produgdo suina
na China, principalmente de amoxicilina e quinolonas como promotores de crescimento. Da
mesma forma, em estudo realizado em Portugal, as cepas produtoras de ESBL provenientes
de fezes de suinos e de aves apresentaram resisténcia concomitante a antimicrobianos
utilizados na producdo animal, principalmente estreptomicina, sulfonamida e trimetoprima
(MACHADO et al., 2008).

Se o perfil de resisténcia e multirresisténcia apresentado pelos isolados de E. coli

apresentou diferenca entre grupos, 0 mesmo nao ocorreu na microbiota intestinal, que nao
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diferiu em ambas as analises feitas por sequenciamento de alto rendimento de duas regiGes
hipervariaveis distintas do gene 16S rRNA. Da mesma forma, a enumeragdo de E. coli por
método de cultivo tradicional, ndo resultou em medianas diferentes entre grupos. Esses
resultados diferem de estudos como de Danzeisen et al. (2011), Looft et al. (2012) e Kim et al.
(2012). Looft e colaboradores (2012) descreveram que a exposi¢édo a doses subterapéuticas de
clorotetraciclina, sulfametazina, e penicilina provocavam alteragdes na microbiota intestinal
de suinos. Estas alteracbes incluiram aumento da prevaléncia de Proteobacteria
(principalmente em E. coli) e na abundancia e diversidade de genes especificos para
resisténcia antimicrobiana. Entretanto, nesses estudos houve uma atengdo especial no
sequenciamento de amostras colhidas imediatamente ap6s o uso de antimicrobianos. No
presente estudo, as amostras foram colhidas em fases pré-determinadas e uniformes, uma vez
que os protocolos de administracdo de antimicrobianos eram bastante diferentes entre os
grupos. Neste sentido, podemos sugerir que, apesar de ocorrer a alteracdo na estrutura
bacteriana logo ap6s a administracdo de antimicrobianos via ra¢do, como demonstrado por
Looft et al. (2012), parece haver a tendéncia de recomposi¢do da microbiota em curto espaco
de tempo. E possivel sugerir, também, que a recomposicio no que se refere a E. coli exposta &
antimicrobianos, ocorre com isolados carreando maior nimero de determinantes de resisténcia
a antimicrobianos.

No sequenciamento realizado na plataforma MiSeq (Illumina), foi escolhida a regiéo
V1-V3, a qual apresenta tamanho de aproximadamente 540 bases, compativel com essa
plataforma. As regifes V2 e V3 foram consideradas as mais eficazes para a identificacdo de
género (CHAKEAVORTY et al., 2007), sendo a V3 classificada como altamente informativa
(BAKER et al., 2003). Ja a plataforma lonTorrent PGM, apesar de gerar resposta mais rapida,
comporta leituras de fragmentos menores (até 400 pb); por isso, a regido V5-V6 foi escolhida
para andlise. Essa regido, por sua vez, tem sido muito utilizada em estudos de microbiota
intestinal e oral de humanos (BAKER et al., 2003; ZAURA et al., 2005).

Apesar das duas plataformas estarem baseadas em principios diferentes de
sequenciamento e regides hipervariaveis distintas terem sido sequenciadas, os resultados
finais ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a estrutura bacteriana da microbiota
intestinal identificada. Nas duas plataformas, os filos mais frequentes foram Firmicutes e
Bacteroidetes, demonstrando serem caracteristicos da microbiota intestinal de suinos, assim
como demonstrado em outros estudos (LOOFT et al., 2012; MACH et al., 2015). Destes,
Firmicutes compreende duas classes de bactérias Gram-positivas (Clostridia e Bacilli), que

incluem constituintes majoritarios da microbiota intestinal de humanos e animais. Ja o filo
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Bacteroidetes é composto por trés grandes classes de bactérias Gram-negativas. Dentre elas, a
classe Bacteroides inclui bactérias anaerdbias e ndo-esporuladas que habitam a cavidade oral,
intestino e ramen. Geralmente sdo benéficas ao hospedeiro, mas algumas espécies podem
causar doencas (HOLT et al., 1994).

Em relagdo aos géneros, apesar de também ndo haver diferenca significativa entre os
grupos identificados nas duas plataformas, foi observada variagdo na sua composi¢do. Essa
variabilidade ja havia sido observada em estudos que sequenciaram diferentes regides do gene
16S rRNA em amostras de microbiota intestinal de seres humanos (HAYASHI et al., 2003;
HAYASHI et al., 2005). Da mesma forma, o método e condicbes de extracdo de DNA séo
apontadas como capazes de influenciar o resultado do sequenciamento (DELMONT et al.,
2011). Entretanto, em nosso estudo, todas as amostras foram coletadas e mantidas sob as
mesmas condi¢bes. Além disso, as extracbes de DNA foram realizadas a0 mesmo tempo,
garantindo que esse viés ndo fosse introduzido.

Na plataforma Illumina, houve uma consisténcia maior nos resultados entre coletas e
grupos, com predominio dos géneros Prevotella e Oscillibater, sequidos de Bacteroides e
Lachnospiracea. Na plataforma lonTorrent PGM, por sua vez, houve maior variabilidade
entre grupos, porém sem diferenca significativa. Prevotella também foi o género mais
encontrado nos Grupos 2, 3 e 4. O Grupo 1, porém, apresentou uma maior frequéncia de
Bacteroides. O terceiro género mais frequentemente encontrado foi Lactobacillus seguido de
Oscillibacter (Figura 8).

O género Prevotella (pertencente ao filo Bacteroidetes) é considerado comensal e é
identificado como um dos géneros mais abundantes da microbiota intestinal suina (LESER et
al., 2002; LAMENDELLA et al., 2011; LOOFT et al., 2012; MACH et al., 2015). E
importante para satde animal por metabolizar alimentos, fazendo com que os produtos finais
de fermentacdo fornecam ao hospedeiro aporte energético (DUNCAN et al.,, 2004;
FURUSAWA et al., 2013). Além disso, as ligacBes entre produtos de fermentacdo bacteriana
e regulacdo de energia sugerem que ela melhore a eficiéncia alimentar. Em estudo com ratos
alimentados com maior teor de fibras, foi observado aumento na populacéo de Bacteroidetes e
diminuicdo de Firmicutes, resultando numa producdo maior de acetato, propionato e butirato
(DE VADDER et al., 2014). Apesar de Prevotella aumentar na presenga de doses
subterapeuticas de carbadox, Looft e colaboradores (2014) observaram que esta ndo € uma
mudanca absoluta, sugerindo que a microbiota se reorganiza apds o0 uso de determinado

antimicrobiano. Essa observagdo corrobora com nossa hipotese de que a microbiota intestinal
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dos animais observados em nosso estudo sofreu recomposicdo, apesar do uso de
antimicrobianos.

Ja Bacteroides e Oscillibacter sdo géneros que predominam em leitdes e na microbiota
gastrointestinal neonatal, ja que os mesmos sdo adaptados a utilizacdo de oligossacarideos do
leite como Unica fonte de carbono (MACH et al., 2015). A introdugdo de uma dieta sélida,
que por sua vez pode modificar a disponibilidade do substrato e as condicdes fisiologicas do
trato gastrointestinal (OPAPEJU et al., 2009; KIM et al., 2012), pode alterar o perfil
bacteriano, como observado por Mach et al. (2015), em que houve aumento do nimero de
Prevotella, Acetivibrio, Oribacterium, Paraprevotella, Roseburia e Succinivibrio apds o
desmame.

O género Escherichia, pertencente ao filo Proteobacteria, encontra-se entre 0s géneros
menos frequentes da microbiota intestinal. Pertence a familia Enterobacteriaceae, usualmente
denominada de enterobacteérias, € uma das bactérias mais estudadas e isoladas em laboratdrios
de bacteriologia (PRESCOTT et al., 2013). E parte da microbiota normal do célon de
humanos e animais, porém inclui linhagens patogénicas causadoras de importantes doencas.
Além de ser indicador da contaminacao fecal de agua e alguns alimentos, atualmente tem sido
adotada como indicador da selecdo de bactérias resistentes a antimicrobianos em animais e
alimentos (EFSA, 2015). Nesse caso, o foco estd relacionado a saude publica, pela
preocupacdo de que cepas resistentes possam chegar até os humanos pelo ambiente ou pela
cadeia de producdo de alimentos.

Com esse objetivo, isolados de E. coli de fezes suinas colhidas no pré-abate e de
carcacas na etapa do pré-resfriamento, foram avaliadas quanto ao perfil de resisténcia, numa
etapa independente do presente estudo, conduzida em trés matadouros-frigorificos. Os
animais amostrados eram provenientes de granjas comerciais, portanto haviam sido expostos
a protocolos de uso de antimicrobianos (ampicilina, ceftiofur, florfenicol, colistina e
tiamulina) semelhantes aos administrados aos Grupos 3 e 4, como pode ser confirmado nas
Guias de Transporte de Animais entregues junto com os lotes de abate.

Observou-se que a quase totalidade dos isolados (92,6%) de E. coli analisados
apresentou fenétipo de resisténcia frente a pelo menos um dos antimicrobianos testados. As
maiores frequéncias de resisténcia foram encontradas frente a tetraciclina, ampicilina,
sulfonamida, florfenicol e acido nalidixico, o que pode ser explicado pela pressdo de selecao
exercida pelo uso dos antimicrobianos, no caso de ampicilina e florfenicol, e possivelmente

pela co-selecdo de resisténcia nos demais casos.
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A frequéncia de resistentes frente & ampicilina, florfenicol e tetraciclina foi
significativamente maior no grupo de isolados de fezes do que de carcacas, entretanto a
percentagem de isolados multirresistentes ndo apresentou diferenca entre grupos de amostras
ou matadouros-frigorificos. Outros levantamentos de perfil de resisténcia também relataram
frequéncias menores de isolados de E. coli resistentes a alguns antimicrobianos em carne
suina do que em fezes de suinos (THORSTEINSDOTTIR et al., 2010; EFSA, 2012). Porém,
diferencas na origem e época de coleta de cada tipo de amostra analisada podem ter
influenciado nas frequéncias encontradas nesses estudos, dificultando a sua comparacao.
Alguns estudos sugerem que, ao longo do processo de abate, poderia ocorrer a substituicdo da
microbiota original por isolados menos resistentes, 0s quais estariam presentes no ambiente
do matadouro ou no intestino de suinos submetidos & menor pressdo de uso de
antimicrobianos (ASLAM et al., 2004; WU et al., 2009). Uma das hipOteses para explicar esse
fato estaria relacionada a menor capacidade competitiva de isolados que carreiam mutacdes e
genes de resisténcia, quando na auséncia da pressao seletiva dos antimicrobianos. Essa perda
competitiva seria motivada pelo custo biolégico de carrear esses genes suplementares
(NAGAEY et al, 2001; DAHLBERG et al., 2003). Porém, outros estudos demonstraram que o
impacto na eficiéncia metabdlica de isolados carreando genes de resisténcia € muito baixo,
ndo influenciando na sobrevivéncia de isolados resistentes (ENNE et al., 2005; HUMPHREY
et al., 2012). Em relacdo ao abate, experimento conduzido por Delson e colaboradores (2010)
em suinos inoculados pela via oral com uma cepa multirresistente de E. coli demonstrou que a
mesma era capaz de sobreviver no ambiente do matadouro e ao processamento das carcacas,
incluindo o resfriamento. Dessa forma, as evidéncias disponiveis ndo parecem ser suficientes
para favorecer a hipo6tese de decréscimo de resisténcia na microbiota carreada em carcacas
comparada com a encontrada no trato intestinal de animais abatidos.

Corroborando com isto, a anélise de PFGE conduzida em isolados multirresistentes
evidenciou que a maioria dos isolados originados de carcaga, em nosso estudo, era
relacionada com aqueles de fezes colhidas na espera pré-abate. Nos trés matadouros
frigorificos (A, B, C), a maioria dos isolados com perfil de multirresisténcia foi agrupada em
dois a trés grandes clusters com similaridade >70%, os quais incluiram isolados de fezes e
carcacas. O fato dos isolados analisados nesse estudo serem epidemiologicamente
relacionados, apresentarem o mesmo perfil de multirresisténcia e pertencerem a pulsotipos
relacionados, demonstra que isolados multirresistentes carreados no trato intestinal dos suinos
sdo capazes de chegar as carcagas. Algum grau de contaminagdo das carcacas com a

microbiota intestinal é inevitavel durante o processo de abate, sendo os programas de
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autocontrole voltados para a manter a contaminagdo em niveis baixos, obedecendo pardmetros
pré-estabelecidos. Dentro do processo de abate, a depilacdo é considerada uma etapa critica,
pois possibilita a transferéncia cruzada de bactérias entre carcacas (DE BUSSER et al., 2011).
Mesmo apds o controle pelo chamuscamento, pode ocorrer a recontaminacdo pelo
extravasamento de fezes durante a evisceragdo, ndo havendo medida de controle bacteriano
posterior a essa etapa (EFSA, 2010). Com isto, carcagas carreando cepas multirresistentes
podem entrar no processo de elaboracdo de produtos e chegar até o consumidor.

Os perfis fenotipicos de multirresisténcia mais prevalentes entre os isolados de E. coli
de ambas as origens apresentaram co-resisténcia a tetraciclina, ampicilina e sulfonamidas,
sugerindo que os genes de resisténcias podem estar localizados em elementos moéveis comuns
(PANTOZZI et al., 2010; THORSTEINSDOTTIR et al, 2010). Devido a alta frequéncia de
resisténcia a esses principios ativos, relatada na maioria dos estudos (MINYOUNG et al.,
2014; MALIK et al., 2011), sugere-se que estejam agrupados em um cassete génico. A
ocorréncia desses elementos genéticos em E. coli foi observado por Ajiboye e colaboradores
(2009), que encontraram 28% de isolados de origem animal com a presenca de integron classe
1, e 88% com cassetes génicos. Como consequéncia, o uso terapéutico de qualquer uma das
drogas mencionadas exerceria pressdo seletiva sobre todo o cassete génico, garantindo a
manutencdo do perfil de multirresisténcia na populacéo bacteriana. Como marcador adicional
do perfil de multirresisténcia mais prevalente [AmpFloNalSulTet], encontrou-se a resisténcia
ao florfenicol e ao &cido nalidixico. Chama atencdo que perfil semelhante foi também o mais
encontrado nos isolados de E. coli de fezes do Grupo 4 da terceira etapa do presente estudo.
Esses resultados, obtidos em estudos independentes, permitem especular que perfis
semelhantes de multirresisténcia séo frequentes entre isolados de E. coli na cadeia produtiva
de suinos, e podem, igualmente, ser detectados em carcagas.

As classes de antimicrobianos contra as quais foram encontrados isolados resistentes
sdo prescritas na medicina humana para o tratamento de infeccGes urinarias, entéricas e
respiratdrias, inclusive aquelas causadas por E. coli (DONNENBER, 2010). Dos
antimicrobianos testados, apenas o florfenicol ndo é utilizado na terapéutica humana, sendo a
unica molécula do grupo dos fenicdis que tem permissdo para uso em programas preventivos
e terapéuticos em suinocultura no Brasil (BARCELLOS et al., 2009). Entretanto, a resisténcia
ao florfenicol em Gram-negativas é codificada pelo gene floR, o qual confere resisténcia
cruzada ao cloranfenicol (DOUBLET et al., 2005), droga ainda usada no tratamento de
algumas infecgdes humanas. Por tudo isso, a circulacao e selecdo de bactérias resistentes aos

antimicrobianos na producgdo animal e sua liberagdo no meio ambiente constitui uma
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preocupacéo, justificando as restricbes ao uso de antimicrobianos que tem surgido em
diversos paises. Em especial, a entrada de bactérias resistentes aos antimicrobianos na cadeia
de producdo de alimentos tem merecido destaque nessa discussao, principalmente no que diz
respeito a capacidade desses isolados de ultrapassar as barreiras representadas pelo
processamento de produtos de origem animal e chegar ao consumidor.

Por essa razdo, na segunda etapa do estudo, os isolados multirresistentes provenientes
das carcacas na etapa de pré-resfriamento foram avaliados quanto a susceptibilidade a
antimicrobianos adicionais e investigado para a presenca de alguns genes de resisténcia. Uma
grande variedade de perfis fenotipicos foi encontrada entre os 228 isolados; apesar disso, cada
matadouro-frigorifico apresentou um perfil predominante. Enquanto nos matadouros-
frigorificos A e B foi observado o0 predominio de perfil de resisténcia
[AmpCloEstFloNalSulTetTri], incluindo todas classes de antimicrobianos testadas, exceto 0s
nitrofuranos; no estabelecimento C predominaram quatro perfis com menor nimero de
marcadores (Figura 3). Essa variagdo pode estar relacionada ao protocolo utilizado em cada
agroindustria, incluindo maior ou menor uso de antimicrobianos, 0s quais selecionariam
isolados que carreiam genes distintos. Além disso, o teste dos isolados de carcaca frente aos
antimicrobianos adicionais, resultou na inclusdo de estreptomicina, cloranfenicol e
trimetoprima nos perfis de resisténcia mais encontrados em todos os matadouros-frigorificos,
indicando que também essas resisténcias possam estar disseminadas na cadeia produtiva de
suinos.

Vinte e sete isolados multirresistentes escolhidos com base no numero e tipo de
marcadores fenotipicos de resisténcia presentes foram investigados quanto a presenca de
genes anteriormente descritos em isolados resistentes de origem animal e humana. A
diversidade de genes carreados por isolados multirresistentes de E. coli originados de suinos
foi demonstrada por Frye e colaboradores (2011). Nesse estudo, no minimo um e no maximo
60 genes diferentes foram detectados nos isolados testados. Entre 0s genes mais prevalentes
figuraram os que codificam resisténcia frente a aminoglicosideos (aadAl, aadB, aac(6),
strAB), B-lactdmicos (ampC, ampR, blatem, blaz), inibidores da via metabolica do folato
(sull, sul2, dfrAl, dfh), fenicois (cat, floR) e tetraciclina (tet(D), tet(A), tet(R)). A partir disso,
no presente estudo foram investigados 15 genes envolvidos na resisténcia frente aos
antimicrobianos de cinco classes distintas, incluindo alguns dos mais frequentemente
encontrados por Frye et al. (2011).

Entre os genes pesquisados, blarse, sull, catAl, tetG, ant2 e strB ndo foram

encontrados. A auséncia do gene sull é relevante, pois 0 mesmo é utilizado como marcador
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de integrons do tipo 1, pois estd presente na extremidade 3’ desses elementos moveis. Por
outro lado, a presenca do gene sul3, encontrado em 26,6% dos isolados de nosso estudo, ja foi
detectado como parte do integron tipo 1 em E. coli (WU et al., 2010), portanto ndo € possivel
excluir a presenca de integrons do tipo 1 nesses isolados. Em relacdo aos isolados resistentes a
sulfonamida, sul2 foi o gene mais frequentemente identificado, concordando com o
encontrado em outros estudos (HAMMERUM et al., 2006; TROBOS et al., 2009; WU et al.,
2010).

Situacdo contréria foi identificada em trés isolados que carreavam, o gene tet ou
blatem, mas ndo expressavam o fendtipo de resisténcia. Nestes casos, a presenca do gene
indica resisténcia, e pode estar relacionada com aumento da Concentragdo Inibitoria Minima
até niveis que ainda nao alcancam os limites estabelecidos pelo CLSI para considerar um
isolado clinicamente resistente, critério utilizado em nossa anélise.

Em relagdo & tetraciclina, resisténcia fenotipica mais comum entre isolados do
presente estudo, dois genes foram detectados — tetA e tetB, sendo o primeiro deles o mais
frequente. Este resultado concorda com outros estudos que relatam que 0s genes mais
encontrados em isolados de suinos sdo tetA e tetB (GUERRA et al., 2003; BOERLIN et al.,
2005; ROSENGREN et al., 2009). Em sete isolados a presenca concomitante dos dois genes
foi observada, o que ja foi descrito anteriormente e demonstra a possibilidade de incluséo e
selecdo de determinantes de resisténcia codificando mecanismos de resisténcia similares em
elementos genéticos moveis (MAYNARD et al., 2003).

Entre os aminoglicosideos, foram testados seis antimicrobianos distintos nessa etapa
do estudo. Os fenotipos de resisténcia mais encontrados foram estreptomicina (65,8%) e
canamicina (32%), porém houve uma grande variabilidade de combinac6es de perfis para 0s
antimicrobianos dessa classe. Isso se deve, principalmente, ao fato de que o mecanismo de
resisténcia a esses antimicrobianos esta relacionado a enzimas codificadas por genes distintos,
mas que tem a capacidade de modificar e tornar inativo mais de um antimicrobiano dessa
classe. Um unico gene pode conferir resisténcia a até 12 aminoglicosideos distintos (ARSG,
1995), podendo haver, porém, diferente nivel de atividade das enzimas codificadas pelos
substratos. Esse fato leva ao aparecimento de diferentes perfis fenotipicos com a presenca de
um mesmo gene. A presenca de isolados com fenétipo de resisténcia a aminoglicosideos, mas
sem deteccdo dos genes pesquisados, por outro lado, justifica-se pelo fato de que nem todos
0s genes que codificam enzimas modificadoras de aminoglicosideos foram pesquisadas nesse

estudo.
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Entre os genes pesquisados, strA foi o mais frequente, e confere resisténcia a
estreptomicina. A presenca concomitante dos genes strA e strB tem sido relatada (BOERLIN
et al., 2005; SUNDE et al., 2005), porém nos isolados analisados o gene strB néo pode ser
identificado. Ja o gene aac(3)IV, que confere resisténcia a gentamicina, tobramicina e
netilmicina foi encontrado em 16 isolados que apresentavam esse perfil fenotipico em
diferentes combinagdes. Este gene € comumente encontrado em bactérias isoladas a partir de
humanos (SAENZ et al., 2004), resultado que torna relevante sua presenca em isolados de E.
coli provenientes de carcacas suinas. Em relagdo a canamicina, 12 isolados apresentaram
resisténcia fenotipica e presenca do gene aph(3)la, que confere resisténcia a essa droga, assim
como para neomicina (MAYNARD et al., 2003; ZHANG et al., 2007), aminoglicosideo que
ndo foi testado em nosso estudo.

Dos 21 isolados que apresentaram resisténcia fenotipica tanto para florfenicol quanto
cloranfenicol, em 16 foi encontrado o gene floR, que codifica uma bomba de efluxo que
exporta ambos os antimicrobianos para fora da célula bacteriana (VAN HOEK et al., 2011).
Apesar da proibicdo do uso de cloranfenicol na producdo de suinos, o uso de florfenicol
seleciona esse gene, que propicia que a resisténcia ao cloranfenicol ndo desapareca da
populagéo bacteriana. Em sete isolados, nenhum dos genes pesquisados foi detectado. Apenas
o gene floR é relacionado com a resisténcia ao florfenicol/cloranfenicol, portanto a
amplificacdo desse gene seria esperada. Uma possivel hipotese, que ainda precisa ser
investigada, é a super-expressdo de bombas de efluxo existentes na célula bacteriana e que
exportam inespecificamente diversas substancias toxicas, inclusive os antimicrobianos. Essa
expressao aumentada ja foi encontrada em isolados clinicos de E. coli sob forma de biofilmes,
0S quais eram capazes de exportar diversos antimicrobianos, inclusive o florfenicol
(FERNANDES et al., 2003; SOTO, 2013).

Os 27 isolados escolhidos para pesquisa de genes de resisténcia foram também
caracterizados por PFGE, como forma de avaliar se constituiam grupos clonais
multirresistentes que estavam sendo disseminados entre carcagas. Observou-se uma alta
diversidade de pulsotipos entre os isolados, caracteristica que ja havia sido observada em E.
coli em outros estudos. No matadouro-frigorifico A ndo foi identificado nenhum grupo de
isolados relacionados, os quais também nédo apresentaram perfil de resisténcia comum. Por
outro lado grupos relacionados e apresentando perfil de resisténcia em comum foram
identificados em B e C. Em B, quatro isolados relacionados, com genétipo sul2, tetA, tetB,
floR, strA, aph(3)la e aac(3)IV foi identificado. Em C, houve um perfil genotipico comum

(sul3, tetB, strA, aac(3)IV) identificado em isolados relacionados. Finalmente um terceiro
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grupo de isolados com similaridade > 70% pode ser formado, incluindo isolados do
matadouro-frigorifico C que apresentavam gendtipo de resisténcia distinto e dois isolados do
estabelecimento B. A presenca de isolados relacionados, com gendtipo de resisténcia comum
provenientes de carcacas distintas evidencia que a disseminacdo dessas cepas ocorre no
abatedouro.

No presente estudo apenas genes de resisténcia adquiridos foram investigados, sendo
0s mecanismos causados por mutacdes apenas caracterizados fenotipicamente. Foi 0 caso das
quinolonas, onde mutacdes nas enzimas DNA-girase (frequentemente associada ao gene
gyrA) e topoisomares IV (associados aos genes parC e parE) séo os principais mecanismos
de resisténcia (JACOBY, 2005). Todos os isolados que apresentaram fendtipo de resisténcia
ao acido nalidixico (75,9% do total de isolados) foram investigados quanto a Concentracédo
Inibitéria Minima (CIM) de ciprofloxacina. Destes isolados, 17,4% ja apresentavam
resisténcia a essa fluoroquinolona, de acordo com os pontos de corte clinicos do CLSI.
Entretanto, na Unido Europeia uma abordagem distinta vem sendo adotada para a andlise de
isolados ndo-clinicos: a determinacdo de um ponto de corte ecolégico, o qual expressa o
desvio de um grupo de isolados em relacdo a populacdo selvagem (wild type). O valor dessa
andlise é estudar a tendéncia dos valores de CIM de uma populacdo, uma vez que a resisténcia
€ um processo progressivo, caracterizado pelo aumento da tolerdncia a concentracGes
crescentes do antimicrobiano (EFSA, 2015). Adotando essa estratégia, verifica-se que 95,9%
dos isolados apresentaram valores de CIM fora daqueles da populagdo selvagem, indicando
assim que ja adquiriram algum grau de resisténcia. No caso das quinolonas, sabe-se que
mutacdes cumulativas vdo ocorrendo, determinando que um isolado apresente primeiro
resisténcia ao acido nalidixico e posteriormente as fluoroquinolonas (HOOPER, 2001). Sabe-
se gue as quinolonas sdo amplamente utilizadas na producdo de suinos, principalmente no
controle de infec¢des do trato urinario; as fluoroquinolonas, por sua vez, sao drogas de eleicdo
em humanos para o tratamento de cistites causadas por E. coli e sdo utilizadas para o
tratamento de infeccBes causadas por micro-organismos resistentes a outras classes de
farmacos (SOUZA, 2005). Na Unido Europeia, de acordo com o relatorio emitido pela EFSA
(2015) sobre resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de humanos, animais e
alimentos, a resisténcia encontrada ao acido nalidixico e ciprofloxacina permanecia baixa:
6,1% e 3,8%, respectivamente. A diferenca de frequéncias de resisténcia em nossos isolados
estd, provavelmente, relacionada ao uso extensivo das quinolonas em nosso pais e constitui

um aspecto preocupante.
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E aceito, e foi evidenciado em nosso estudo, que o uso de antimicrobianos na criagéo
de suinos gera uma pressdo seletiva, resultando em cepas multirresistentes que podem
contribuir para a propagacdo desses genes no ambiente e na cadeia de producao de alimentos
(SENGEL@V et al., 2003; BUROW et al., 2014). Diferentes protocolos de administragdo de
antimicrobianos entre regides e agroindustrias sdo comuns e acabam influenciando na selecéo
(WANG et al., 2010; BUROW et al., 2014; CHANTZIARAS et al., 2015), justificando as
diferencas de perfis de resisténcia encontradas na microbiota patogénica e comensal.

Considerando os perfis de resisténcia encontrados em E. coli originada de carcacas
suinas e fezes, em todas as etapas deste trabalho, observa-se que essas cepas sdo selecionadas
na granja pelo uso de antimicrobianos, chegam ao pré-abate, podem ser disseminadas na linha
de abate, e contaminam a carcaca. Além de uma questdo de inocuidade dos alimentos, a
resisténcia bacteriana tem um componente de impacto ambiental, como demonstrado em
fontes hidricas superficiais em &reas de producdo suina de Santa Catarina (PALHARES et al.,
2014). Até mesmo um componente de seguranca ocupacional pode estar envolvido, pois
individuos que trabalham em contato com aves ou suinos nas granjas e em matadouros-
frigorificos demonstraram ter maior chance de serem colonizados por cepas comensais de E.
coli resistentes aos antimicrobianos (PRICE et al., 2007; ALALI et al., 2010). Independente
da via em que alcangcam os humanos, a principal preocupacéo no que diz respeito a presenca
de bactérias multirresistentes, é a chance das mesmas colonizarem, multiplicarem e
transferirem elementos genéticos moveis, alterando o perfil de resisténcia da microbiota
intestinal humana, como ja demonstrado (APLEY et al., 2001; DZEDIC et al., 2008).

O abandono total do uso de antimicrobianos € um assunto controverso (BLAHA,
2011), pelo impacto econdémico que gera e pela auséncia de comprovacao de que resultara no
desaparecimento de bactérias multirresistentes em animais, gerando impacto também na
populacdo humana. Os mecanismos de selecdo por substancias ndo-antibidticas como metais e
desinfetantes é outro fator a ser considerado nesse cenario. Entretanto, 0 uso excessivo de
principios ativos importantes para o tratamento humano - como alguns aminoglicosideos,
quinolonas e cefalosporinas - deve ser discutido pela cadeia produtiva de suinos. O conceito
de uso prudente de antimicrobianos é amplamente citado em toda a literatura cientifica
veterinaria e, conforme nossos resultados demonstraram, deve ser incluida entre as metas da

suinocultura brasileira.

7. CONCLUSOES
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- Escherichia coli carreada em fezes de suinos no pré-abate e em carcacas apresentam alta
frequéncia de resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos utilizados tanto em medicina
veterinaria quanto em medicina humana.

- Isolados multirresistentes de E. coli originados de fezes e carcagas estdo relacionados,
demonstrando que ha disseminacao desses grupos clonais entre fezes e carcagas.

- As carcacas podem carrear E. coli com perfil multirresistentes e com gendétipos semelhantes
aos encontrados em isolados resistentes de humanos.

- Carcacas distintas podem carrear isolados de E. coli multirresistentes relacionados e com
genoétipos de resisténcia em comum, demonstrando a contamina¢do cruzada durante o
processamento.

- O uso de protocolos que incluem a administracdo continuada de grande numero de
antimicrobianos via ragdo determina maior frequéncia de isolados de E. coli resistentes e
multirresistentes na microbiota intestinal em comparacdo com suinos criados sem
antimicrobianos na racéo.

- Os perfis de filos e géneros bacterianos da microbiota entérica sdo similares nos grupos que
recebem antimicrobianos e naqueles ndo medicados, indicando que se ha alguma alteracao,
essa é transitdria.

- Protocolos de uso prudente de antimicrobianos devem ser discutidos e adotados pela cadeia

produtiva de suinos brasileira.
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