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ABSTRACT

Background: Antimicrobial resistant bacteria are considered a hazard not only for the treatment of animal diseases but also
for public health. Commensal bacteria, such as Escherichia coli are considered a good indicator of antimicrobial resistance
in the population, because it is a gut inhabitant and thus undergoes constant pressure of selection by the administration of
antimicrobials. Regarding the public health, it is important to evaluate if resistant bacteria carried in the intestinal content
of slaughter pigs can be found on the surface of pre chill carcasses. Therefore, the aims of this study were to evaluate
the frequency of antimicrobial resistance in E. coli isolated from feces and pig carcasses; and to assess if multi-resistant
isolates from both sources were phenotypically and genotypically related.

Materials, Methods & Results: Two sampling cycles were conducted in three pig slaughterhouses (A, B and C). In each
cycle, samples were collected form: i. feces deposited on the pen floor of the lairage; ii. surface of carcasses at the pre-
chill step. Samples were submitted to a protocol of isolation and confirmation of Escherichia coli. Isolates were grouped
according to the origin: feces (n = 355); carcasses (n = 319); and evaluated for antimicrobial resistance by agar diffusion
test. Ninety two isolates presenting multidrug resistance profile were analyzed by pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE).
Among the 674 isolates of E. coli, 7.4% were susceptible to all tested antibiotics while 79.5% (536/674) were multi-resistant.
The most frequent resistance patterns were displayed to tetracycline (Tet, 85.9%), ampicillin (Amp, 73.0%), sulfonamide
(Sul, 70.0%), florfenicol (Flo, 65.0%) and nalidixic acid (Nal, 58.9%). The most frequent multi-resistance profile among
isolates from both origins was [AmpFloNalSulTet]. Multiresistant isolates originated from feces and carcasses displaying
genotypically related pulsotypes (=70% similarity) were found in all three slaughterhouses.

Discussion: In agreement with other studies, E. coli isolated from pig feces and carcasses demonstrated a high frequency
of antimicrobial resistance and multi-resistance. The most frequent resistance profiles included antimicrobials frequently
used on farm as well as drugs that have been banned as feed additives some years ago in Brazil. The selection of resistant
strains may be related to the selection pressiondue to the use of antimicrobials in the pig production chain as well as the
co-selection of resistance mediated by genes located in common genetic elements. Therefore, the ban of an individual
drug is not always associated with the immediate disappearance of the resistance phenotype in the bacteria population. The
fact that most multi-resistant E. coli isolates from carcasses belonged to pulsotypes related to those originated from feces
samples indicates that resistant E. coli isolates selected on farm may be able to survive the slaughter process and be found
on the carcass. In this case, the possibility of those strains being able to reach the population through the consumption
of pork products may have to be considered. This hazard has motivated the ban of antimicrobial use in animals in some
countries. However, the ban of antimicrobials use on farm is a controversial issue, due to the economical losses that may
result from this measure. Therefore, the prudent use of antimicrobials on farm should be encouraged and its influence in
the multi-resistance profile of the enteric microbiota should be further studied.

Keywords: Escherichia coli, swine, pork, antimicrobial resistance.

Received: 14 December 2015 Accepted: 28 May 2016 Published: 30 June 2016

Bolsista de Doutorado, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). ‘Bolsista de Mestrado, CAPES. 'Setor de Medicina
Veterindria Preventiva, Faculdade de Veterindra, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil. 2Embrapa Suinos e
Aves, Concoérdia, SC, Brazil. CORRESPONDENCE: M. Cardoso [mcardoso@ufrgs.br - Tel.: +55 (51) 3308-6128]. Av. Bento Gongalves n. 9090. Bairro
Agronomia. CEP 90540-000, Porto Alegre, RS, Brazil.


https://core.ac.uk/display/303977153?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

C.Pissetti, G.0.Werlang, J.D. Kich & M. Cardoso. 2016. Deteccao de isolados Escherichia coli multirresistentes e genotipicamente

relacionados em fezes e carcacas suinas.

Acta Scientiae Veterinariae. 44: 1376.

INTRODUCAO

Bactérias resistentes a antimicrobianos re-
presentam um risco, ndo apenas para a saide animal,
como também para a satide publica, uma vez que
podem ser transmitidas aos humanos como conta-
minantes de alimentos [7]. O Codex Alimentarius
reconhece que a resisténcia antimicrobiana, tanto em
bactérias patogé€nicas quanto em comensais, € um dos
principais problemas de satide puiblica global e uma
questdo de seguranca dos alimentos [14]. Nesse sen-
tido, hd evidéncias que bactérias isoladas de humanos
podem apresentar perfil de resisténcia antimicrobiana
e gendtipos semelhantes aquelas encontradas em
animais [19,37].

As bactérias comensais, como Escherichia
coli, sdo consideradas um bom indicador do padrdo
de resisténcia de uma populagdo microbiana, uma
vez que, por habitarem o intestino, estdo submetidas
a constante pressiao de selecdo resultante da admi-
nistracdo de antimicrobianos [4,26]. Além disso, um
determinado nimero de bactérias comensais pode
estar presente nos produtos de origem animal, sem
que o mesmo seja considerado impréprio para o
consumo [1]. Sendo assim, avaliar a possibilidade de
bactérias comensais multirresistentes sobreviverem
ao processo de abate de suinos e de permanecerem
na superficie da carcaga, pode contribuir para com-
preender o risco para saide humana representado
pelo uso de antimicrobianos nos animais. Neste
sentido, os objetivos deste estudo foram: avaliar a
frequéncia de resisténcia antimicrobiana em isolados
de E. coli originados de fezes e de carcacgas suinas;
e, verificar se isolados multirresistentes de ambas
as origens eram fenotipicamente e genotipicamente
relacionados.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental e obtengdo de amostras

O estudo foi conduzido em trés matadouros-
-frigorificos localizados no Estado de Santa Catarina.
Dois ciclos de amostragens 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 amostras: i. fezes dos animais

alojados nas pocilgas de espera; ii. suabes de superficie
de carcagas na etapa de pré-resfriamento.

Para colheita de fezes, o operador calcava, em
ambos 0s pés, bota de plastico descartdvel e propé. A
seguir, caminhava em vdrias dire¢des da pocilga de
espera, colocando em contato o propé com as fezes
depositadas no piso. Em cada ciclo de amostragem,
nos trés matadouros-frigorificos, foram colhidas
fezes de animais alojados em trés pocilgas de espera
distintas, totalizando 18 amostras. Apds a colheita,
os propés foram acondicionados em sacos estéreis
com 40 mL agua peptonada' 0,1%, e a bota plastica
descartada.

Foram amostradas 14 carcagas provenien-
tes de suinos alojados em cada pocilga de espera,
iniciando pela quinta carcaca da ordem na nodria,
sendo que as demais foram amostradas em in-
tervalos de 20 carcagas. A colheita da amostra
foi realizada por meio de esponjas? individuais
estéreis, previamente umedecidas em 10 mL de
dgua peptonada' 0,1% estéril. Esponjas foram fric-
cionadas em quatro diferentes dreas de 100 cm?
(lombo, papada, barriga e pernil), delimitada por mol-
de estéril, totalizando 400 cm? de drea amostrada por
carcaca, de acordo com a Circular n° 130/2007/CGPE/
DIPOA [28]. A seguir, as quatro esponjas colhidas
foram acondicionadas, em um unico saco plastico,
constituindo a amostra que representava a carcaga, €
mantida sob refrigeracdo até a andlise.

Isolamento de Escherichia coli

As amostras de fezes e os suabes de carcaga
foram adicionadas de 40 mL de dgua peptonada
tamponada (APT1) 0,1% estéril e homogeneiza-
das’. Aliquotas das amostras foram semeadas em
dgar Vermelho Violeta Bile Lactose (VRBA') e
incubadas (35°C = 2; 24 h). Cinco coldnias tipicas
de coliformes foram transferidas, individualmen-
te, para 4gar MacConkey e submetidas aos testes
confirmatdrios para Escherichia coli [32]. Apés
confirmacgdo, foram formados dois grupos de iso-
lados 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 proporcdes semelhantes. Os grupos de isolados
foram mantidos em caldo de Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI1) acrescidos de 20% de glicerol e
congelados a -20°C até as andlises.
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Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os isolados foram avaliados quanto a resistén-
cia aos antimicrobianos, pelo teste de difusdo em agar
Muller—Hinton!, realizado e interpretado de acordo
com as normas dos documentos M31-A3 e M100-S22
[12,13]. A cepa E. coli ATCC#25922 foi utilizada
como controle da qualidade do teste. Foram testados
os seguintes antimicrobianos': dcido nalidixico (Nal;
30 pg); ampicilina (Amp; 10 ug); cefotaxima (Cef;
30 pg); ceftazidima (Cft; 30 ug); gentamicina (Gen;
10 pg); florfenicol (Flo; 30 pg); sulfonamidas (Sul;
30 upg); tetraciclina (Tet; 30 pg). As frequéncias de
resisténcia aos antimicrobianos foram comparadas
através do teste ndo-paramétrico qui-quadrado (2)
pelo programa estatistico SPSS* versao 23.0.0.2,
com nivel de confianga de 95%. Os isolados foram
considerados multirresistentes quando apresentaram
fenétipo de resisténcia a no minimo trés antimicro-
bianos de classes distintas [34].

Macro restrigdo e eletroforese em campo pulsado (PFGE)

Foram selecionados 92 isolados que apresen-
taram os cinco perfis mais frequentes de multirresis-
téncia, tanto de fezes quanto de carcacas. Os isolados
selecionados foram submetidos a analise de macro
restricdo do DNA total, seguida de eletroforese em
campo pulsado - Pulsed-field gel eletrophoresis
(PFGE). A técnica foi conduzida de acordo com o
protocolo recomendado pelo PulseNet [10], utilizan-
do a enzima de restri¢do Xbal®. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 1% utilizando tampao
0,5X Tris-borato-EDTA no sistema CHEF DR-IIC.
Ap6és a eletroforese, o gel foi corado em solucdo
de brometo de etidio’” (2ug/mL), fotografado em
transiluminador e a imagem capturada e digitalizada
pelo sistema Kodak Gel Logic 22008. Os pulsotipos
foram analisados pelo coeficiente de similaridade
de Dice, com 1,7% de otimizacao e tolerancia. Os
perfis foram agrupados por UPGMA para construgao
de dendrogramas no software GelCompar IT°. Iso-
lados apresentando pulsotipos com similaridade >
70% foram considerados como grupos relacionados
geneticamente.

RESULTADOS

Entre os 674 isolados de E. coli testados,
7,4% foram susceptiveis a todos os antimicrobia-

nos 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 iden-
tificadas frente a tetraciclina (85,9%), ampicilina
(73,0%), sulfonamida (70,0%), florfenicol (65,0%) e
4cido nalidixico (58,9%) (Tabela 1). Indices inferio-
res a 1% de resistentes a cefotaxima ou ceftazidima
foram encontrados, indicando uma baixa frequén-
cia 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 nao houve diferenga significativa
entre origens, no que diz respeito a frequéncia de
isolados resistentes.

Do total de isolados de E. coli, 79,5%
(536/674) foram classificados como multirresistentes.
Entre os matadouros-frigorificos (A, B, C) houve dife-
renga significativa (P = 0,006) entre as frequéncias de
isolados multirresistentes, que representaram 86,6%
(194/224), 75,8% (185/244) e 76,2% (157/206), res-
pectivamente. 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 [Am-
pFloSulTet] (Tabela 2).

A anédlise de macro restricio (PFGE), con-
duzida em isolados apresentando perfis de mul-
tirresisténcia mais prevalentes, demonstrou que
isolados de fezes e carcagas eram, na maioria dos
casos, relacionados (similaridade >70%) nos trés
matadouros-frigorificos. No matadouro A, dois
grupos de isolados relacionados foram formados,
incluindo de trés até oito isolados com perfis de
resisténcia comuns e de ambas as origens. Com ex-
cecdo 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 di-
versidade de pulsotipos, sendo formados dois grupos
que incluiam entre 8 e 9 isolados; e seis pulsotipos
ndo relacionados representados por isolados tnicos
ou duplos (Figura 1 A, B, C).
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Figura 1. Perfis de macro restri¢ao e de multirresisténcia de isolados de Escherichia coli provenientes de fezes e carcacas em trés matadouros-frigorificos
(A, B, C) de suinos. Os grupos de isolados relacionados (similaridade >70%) estdo marcados com colchetes. Amp: ampicilina; Flo: florfenicol; Nal:
acido nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet: tetraciclina.

Tabela 1. Frequéncia de isolados de Escherichia coli resistentes aos antimicrobianos em fezes e carcacas suinas em trés matadouros frigorificos
localizados no estado de Santa Catarina, Brasil.

o . 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 0,3 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

n: nimero de isolados.

Tabela 2. Perfis de multirresisténcia antimicrobiana mais frequentes em isolados de Escherichia coli provenientes de fezes e carcacas em trés
matadouros-frigorificos (A, B, C) de suinos localizados no estado de Santa Catarina, Brasil.

o ) Fezes Carcagas
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: 4cido nalidixico; Sul: sulfonamida; Tet: tetraciclina.
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DISCUSSAO

A quase totalidade (92,6%) dos isolados de
E. coli analisados apresentou fenétipo de resisténcia
frente a pelo menos um dos antimicrobianos testados.
As maiores frequéncias de resisténcia foram encon-
tradas frente a tetraciclina, ampicilina, sulfonamida,
florfenicol e 4cido nalidixico, o que pode ser explicado
pela pressdo de sele¢do exercida pelo uso frequente
desses antimicrobianos e pela co-selecdo de resistén-
cias mediadas por genes localizados em elementos
genéticos comuns [9,11,36].

Elevadas frequéncias de resisténcia aos anti-
microbianos em bactérias provenientes de animais de
produc@o ja foram relatados em outros estudos [23,36],
inclusive com perfil de resisténcia semelhante ao
encontrado em isolados humanos [7,11,19,25,35,37].
Variagdes no protocolo de administracdo de antimi-
crobianos entre regides e agroindustrias sdo comuns,
influenciando na selecdo de isolados [9,11,19,36],
e justificando as diferengas de perfis de resisténcia
encontradas na microbiota patogénica e comensal.
Em alguns casos, como penicilinas, tetraciclinas e
sulfonamidas, o uso como aditivos alimentares e/ou
promotores de crescimento foi proibido h4 quase duas
décadas no Brasil [29]. Entretanto, o uso terapéutico
¢é permitido, contribuindo para continuidade da pres-
sdo seletiva [6]. Todas as classes de antimicrobianos
mencionadas sdo prescritas na medicina humana para
o tratamento de infecc¢des urindrias, entéricas e respi-
ratérias, inclusive aquelas causadas por E. coli [22].
Dos antimicrobianos testados, apenas o florfenicol
ndo ¢ utilizado na terapéutica humana, sendo a dnica
molécula do grupo dos fenicdis que tem permissao
para uso em programas preventivos e terapéuticos em
suinocultura no Brasil [6]. Entretanto, a resisténcia ao
florfenicol em Gram-negativas é codificada pelo gene
floR, o qual confere resisténcia cruzada ao cloranfeni-
col [17], droga ainda adotada no tratamento de algu-
mas infec¢des humanas. Por tudo isso, a circulagio e
selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos na
producdo animal e sua liberacdo no meio ambiente t€ém
justificado as restri¢des ao uso de antimicrobianos [20].

Particularmente, a entrada de bactérias resis-
tentes 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. No presente estudo, a frequéncia de
isolados resistentes frente a ampicilina, florfenicol, sul-
fonamida e tetraciclina foi significativamente maior no
grupo de isolados de fezes do que de carcagas. Outros
levantamentos de perfil de resisténcia [20,35] também
relataram frequéncias menores de isolados de E. coli
resistentes a alguns antimicrobianos em carne suina do
que em fezes de suinos. Porém, diferengas na origem e
época de coleta de cada tipo de amostra analisada po-
dem ter influenciado nas frequéncias encontradas, di-
ficultando a sua comparacao. Alguns estudos sugerem
que, ao longo do processo de abate, poderia ocorrer a
substitui¢ao da microbiota original por isolados menos
resistentes, os quais estariam presentes no ambiente
do matadouro ou no intestino de suinos submetidos
a menor pressdo de uso de antimicrobianos [5,38].
Uma das hip6teses para explicar esse fato estaria re-
lacionada a menor capacidade competitiva de isolados
que carreiam mutacdes e genes de resisténcia, quando
na auséncia da pressdo seletiva dos antimicrobianos.
Essa perda competitiva seria motivada pelo custo bio-
l6gico de carrear esses genes suplementares [15,30].
Porém, outros estudos demonstraram que o impacto
na eficiéncia metabdlica de isolados carreando genes
de resisténcia € muito baixo, niao influindo na sobre-
vivéncia de isolados resistentes, inclusive no ambiente
de abate [16,18,21].

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 um a dois grandes clusters com similaridade >70%,
os quais incluiram isolados de fezes e carcagas. Estudos
demonstram que ha grande diversidade de pulsotipos
em E. coli, e isolados de pulsotipos similares podem
surgir de forma independente em diferentes areas ge-
ogréficas [25,35]. Entretanto, os isolados analisados
nesse estudo, por serem epidemiologicamente rela-
cionados e apresentarem o mesmo perfil de multirre-
sisténcia, demonstraram que isolados multirresistentes
carreados no trato intestinal dos suinos podem ser
encontrados em carcagas. A contaminacao das carca-
cas com a microbiota intestinal pode ocorrer durante
o abate, sendo possivel, porém, reduzir o nimero
de bactérias até niveis considerados higienicamente
aceitdveis. Dessa forma, existe a possibilidade de um
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baixo nimero de bactérias multirresistentes, presentes
no conteddo intestinal, entrar na cadeia de elaboragao
de alimentos 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 em cassetes génicos locali-
zados em elementos méveis comuns [2,23,29]. Como
consequéncia, o uso terapéutico de qualquer uma das
drogas mencionadas exercerd pressdo seletiva sobre
todo o cassete génico, garantindo a manuten¢do do per-
fil de multirresisténcia na populagao bacteriana. Como
componente suplementar do perfil de multirresisténcia
mais prevalente [AmpFloNalSulTet], encontrou-se a
resisténcia ao florfenicol e ao dcido nalidixico. Esse
ultimo estd, geralmente, relacionado a mutacdes cro-
mossomais independentes da presenga de elementos
genéticos moveis [33], porém o gene floR, que confere
resisténcia aos fenic6is, encontra-se em plasmideos
passiveis de transferéncia por conjugacdo bacteriana
[17]. A infec¢do humana € a principal preocupacdo no
que diz respeito a ingestio de alimentos contaminados
com bactérias multirresistentes, as quais poderiam
colonizar, multiplicar e transferir elementos genéticos
mdveis no trato gastrintestinal dos consumidores, al-
terando o perfil de resisténcia da microbiota intestinal
[24]. Como exemplo disso, hd estudos demonstrando
que individuos que trabalham em contato com aves
ou suinos nas granjas e em matadouros-frigorificos
apresentam maior chance de serem colonizados por
cepas comensais de E. coli resistentes aos antimicro-
bianos [3,31].

E reconhecido que o uso de antimicrobianos
na producdo animal gera uma pressao seletiva, resul-
tando em cepas multirresistentes que contribuem para
a propagacao desses genes no ambiente e na cadeia de
producdo de alimentos [9,11,19]. Porém, o abandono

do uso de antimicrobianos € assunto controverso,
principalmente pelo fato de levar a perdas produtivas
e econdmicas [8]. Por outro lado, a percepcao do
consumidor em vdarios paises parece ser favoravel ao
ndo-uso de antimicrobianos [27]. Portanto, € importan-
te que mais estudos sejam conduzidos, no sentido de
elucidar o reflexo do uso prudente de antimicrobianos
em animais sobre os perfis de multirresisténcia da
microbiota comensal.

CONCLUSOES

Isolados comensais de E. coli provenientes de
suinos apresentam frequéncia elevada de resisténcia e
multirresisténcia frente aos antimicrobianos. Isolados
multirresistentes originados de carcaga e de fezes co-
lhidas durante a espera pré-abate podem pertencer a
grupos genotipicos relacionados. Esse fato indica que
isolados multirresistentes que ingressam no ambiente
de abate, carreados no trato intestinal dos suinos,
podem chegar até as carcacas, potencialmente ingres-
sando no processo de elaboragcdo de alimentos.
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