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RESUMO

A proximidade de animais silvestres com animais domésticos e seres humanos pode resultar
no aparecimento de doengas comuns a estes trés grupos, incluindo doengas zoondticas. O
estudo de bactérias e doencas que acometem animais silvestres ¢ importante para atuar na
forma de controle epidemiologico e vigilancia sanitéria, visto que ndo se compreende o papel
destes animais na transmissdo de doencas entre outros animais silvestres, exoticos e
domésticos. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de pesquisara presenca das
bactérias Escherichia coli e Salmonella sp. em suabes retais provenientes de Suiformes nao
domesticados em criacdes comerciais no Estado de Goids. Foram colhidos suabes retais de
100 Sus scrofa scrofa, 60 de Tayassu pecari e 30 de Pecari tajacu, de diferentes faixas
etarias. A partir do material colhido fez-se o isolamento, perfil antimicrobiano, teste de
hemolise para E. coli e deteccdo de genes de viruléncia e de resisténcia das bactérias. Para a
deteccdo dos agentes, foi realizado exame bacterioldgico convencional e ensaios de
suscetibilidade a antimicrobianos. Foi realizadas a tipificagdo soroldgica por teste sorologico
com soro polivalente anti-O para a bactéria Salmonella e detec¢do de genes viruléncia e de
resisténcia pela técnica de PCR nos isolados. Os resultados obtidos demonstraram altas taxas
de resisténcia aos antimicrobianos e presenga de genes de viruléncia em amostras de E. coli
em todos os grupos testados. O isolamento de Sal/monella sp. foi possivel em uma amostra de
S. scrofa, que apresentou também altas taxas de resisténcia a antimicrobianos, mas ndo houve
deteccdo de genes de viruléncia ou de resisténcia neste isolado. Conclui-se que: nesta
condi¢do de criagdo Salmonella sp. ndo ¢ isolada comumente de 7. pecari e P. tajacu, sendo
isolada em baixa frequéncia de S. scrofa; e que E. coli ¢ isolada de S. scrofa, T. pecari e P.
tajacu em rebanhos comerciais do Estado de Goids, com multiplos padrdes de resisténcia
antimicrobiana.

Palavras-chave: Enterobacteriaceas, PCR, Pecari tajacu, Sus scrofa scrofa, Tayassu pecari.
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ABSTRACT

Escherichia coli AND Salmonella sp. IN NATIVE AND EXOTIC
ASYMPTOMATIC SUIFORMES FROM COMERCIAL HERDS IN
GOIAS STATE

The closeness beteween wild and domestic animals with humans may result in common
diseases involving these three groups, including zoonotic and antropozoonotic diseases. The
study of bacteria and disease that affects animals is an important way to approach
epidemiologic control and sanitary vigilance, as we do not understand the roll of wild animals
in transmitting diseases among wild, exotic and domestic animals. The main objective of the
present study was to search the presence of Escherichia coli and Salmonella sp. from rectal
swabs of non-domesticated Suiformes in Commercial herds in Goias State. It was collected
rectal swabs of 100 Sus scrofa scrofa, 60 T. pecari and 30 P. tajacu, from different ages. The
samples were used in order to obtain the isolation, antimicrobial profile, hemolisin test for E.
coli and virulence and resistance gene presences in both bacteria. The serotyping was
performed with polyvalent anti-O serum and the virulence and resistance gene deteccion by
PCR technique. The results shown high rates of antimicrobial resistance and virulence and
resistance genes in analyzed groups of E. coli. The isolation of Sa/monella sp. occurred in one
sample of S. scrofa, with high rates of antimicrobial resistance also, but no resistance and
virulence genes were detected in this isolate. We must pay attention to the possibility of
horizontal gene transference of virulence factors and resistance trough contaminated water
and food, that may transform commensal bacteria in possible pathogenic agents. It is
conclude: that Sa/monella sp. is not commonly isolated from 7. pecari and P. tajacu, showing
low frequency of isolation in S. scrofa in these conditions; and E. coli with multidrug
resistance patterns is isolated from S. scrofa, T. pecari and P. tajacu in commercial herds
from Goids State.

Key-words: Enterobacteriaceae, PCR, Pecari tajacu, Sus scrofa scrofa, Tayassu pecari



CAPITULO 1- CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introduciao

Os Suiformes representam importantes elementos de biodiversidade, em que
varias espécies possuem grande importancia econdmica e cultural. Este grupo de animais
possui uma abrangéncia geografica consideravel e atuam como indicadores positivos de
conservagdo de vida selvagem, e também atuam como hospedeiros de varias patdgenos que
podem ser compartilhados entre animais e seres humanos'.

Animais silvestres podem apresentar amplo raio de ambulagdo, representando
portanto riscos de dificil previsdo a outras populagdes animais, tais como os animais de
producdo. Nesta conjuntura, convém pesquisar quais possiveis patdégenos podem estar
presentes em animais silvestres e exoticos, que ainda que em ambiente diferente do habitat
natural, sd3o representativos a situagdes de risco para o ambito agropecudrio e de satde
publica.

Salmonella enterica e Escherichia coli sao agentes patogé€nicos comuns a varios
animais e inclusive humanos, sendo portanto temas de relevancia em saude publica e animal
em todo o mundo®. Informagdes a respeito da patogenicidade das bactérias pode acrescentar
conhecimentos que nos inteirem sobre o controle de doengas infecciosas’. E fato que estas
bactérias atuam como contaminantes importantes em agua e alimentos, sendo portanto, de
dificil controle na criacdo e producdo animal. A presenca de Salmonella sp. pode ser
determinante de um progndstico reservado e de dificil controle dentro de uma propriedade. E
a presenca de E. coli com multipla resisténcia a antimicrobianos e presenga de varios fatores
de viruléncia é uma situag@o bastante alarmante

As populagdes bacterianas existentes no intestino sdo diversificadas e complexas.
As bactérias existem em microhabitats especificos e nichos metabolicos que sdo definidos
pelo hospedeiro, por aspectos nutricionais e pela microbiota existente. Uma colonizagao
intestinal de sucesso compde-se de varios fatores incluindo a aderéncia da bactéria as células
intestinais, producdo de toxinas e aquisi¢io de ferro® .

A crescente problematica de agentes patogénicos resistentes a antimicrobianos e
com acentuada viruléncia ¢ uma realidade mundial nos dias de hoje. Bactérias da familia
Enterobacteriaceae demandam muitos estudos para entender os métodos de agdo e sua
patogenicidade inerente aos homens e animais. Quando se estuda os patdgenos bacterianos, ¢
possivel descobrir que estes possuem multiplos fatores que em conjunto sdo essenciais a

capacidade de infectar e causar injuria em seus hospedeiros.



A utilizacdo de forma intensiva e sem prescri¢do de antimicrobianos em conjunto
com a contaminagdo de agua e solos incide em altas taxas de resisténcia, sendo que animais
com pouco ou nenhum contato com humanos e animais domesticados ja apresentam bactérias
com multirresisténcia, fato este de bastante relevancia em satde publica e animal®.

Estudos que abrangem a vigilancia epidemioldgica a respeito da presenca de
enterobactérias auxiliam na compreensdo de seu comportamento patogénico e promog¢ao de
resisténcia a antimicrobianos™®. Os Suiformes estdo presentes em ambientes que fazem
interface com os meios urbano, rural e silvestre, e a pesquisa de E. coli ¢ Salmonella nestes
animais auxilia na compreensdo do risco que representam a outros animais € aos Sseres
humanos como transmissores e carreadores dessas bactérias.

Na medicina veterindria consegue-se alcancar multiplas areas que em conjunto
determinam um equilibrio determinante de ecossistemas onde vivem animais, ser humano e
microrganismos. Elementar na produgdo de alimentos e controle de doengas, o médico

veterinario compde um profissional importante na sociedade e em saude publica .

2. Revisao de literatura

2.1 Subordem Suiformes

Na subordem Suiformes estdo presentes espécies de interesse biologico e valor
econdmico. A sua interagdo com humanos e consequente domesticagdo datam do inicio das
civilizagdes fazendo parte de seu crescimento e evolugio econdmica e cultural ®.

As espécies de Suiformes existentes possuem milhdes de anos de evolugdo
histérica e apresentam muitas variagdes morfoldgicas e de tamanho, associadas as adaptacdes
aos seus habitats naturais de acordo com sua distribui¢do global. A subordem em questdo
inclui familias distintas, porém, relacionadas: Hippopotamidae (hipopdtamos), Tayassuidae
(pecaris), ¢ Suidae (porcos)’. Apesar de originados de um ancestral comum, suideos e
taiassuideos seguiram caminhos diferentes na linha evolutiva: taiassuideos nas Américas e

suideos na Africa e Eurasia'® (Figura 1).
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FIGURA 1 - Representacdo esquemadtica da subordem Suiformes, indicando a presenca
de um ancestral comum entre seus representantes existentes em todos os
continentes do globo.

Fonte: Adaptado de Chen et al."

Os suinos (Sus scrofa domesticus) apareceram na terra ha mais de 40 milhdes
de anos. Sua domesticagao, antes creditada ao chineses, remonta ha mais de 10.000 anos atras
em aldeias do leste da Turquia. A espécie evoluiu a partir do javali selvagem, embora haja
controvérsia quanto a espécie exata: ha quem acredite que descendem de S. scrofa, javali que
habitava grandes regides da Europa, e também quem acredite que sua origem € o S. vittatus,
que vivia em grandes quantidades na Asia ¢ na bacia do Mar Mediterrdneo. Os suinos
chegaram ao continente americano na segunda viagem de Colombo, que os trouxe em 1494 ¢
soltou-os na selva na regido da América Central. Em 1499, ja existiam em nuUmeros
expressivos capazes de prejudicar plantacdes em todo continente americano, seus
descendentes chegaram a povoar parte da América, abrangendo paises como Estados Unidos
da América (EUA), Equador, Peru, Colombia, Venezuela e Brasil'?.

O javali € um porco selvagem, que foi introduzido em diversas regides do mundo
como animal de criagdo para consumo. Os primeiros registros do javali-europeu (Sus scrofa)
na América do Sul datam de 1904 e 1906, ocasido em que alguns individuos foram trazidos
da Europa para a provincia de La Pampa, na Argentina'”.

No Brasil, a presenca de grupos de javalis asselvajados ¢ registrada nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,

Mato Grosso, Goias, Bahia, Acre e Rondbnia, além do grande numero de criadouros



clandestinos em praticamente todos os estados brasileiros. Nos anos de 1996 e 1997 foram
realizadas importagcdes de javalis originarios da Europa e do Canada, destinados para
criadouros no pais. A falta de estrutura e conhecimento sobre a biologia do animal permitiu o
escape deles para os ambientes silvestre e rural, proporcionando o surgimento de varios
problemas ambientais e até de satide publica'’.

O javali, bem como seus respectivos cruzamentos com porcos domésticos, ¢ a
unica espécie no Brasil na qual se permite a caca (abate como forma de manejo controlado),
mas o transporte de javalis capturados vivos ndo ¢ permitido e a sua comercializacdo ou a
doacdo de quaisquer produtos a partir destes animais ¢ proibida pela legislacdo sanitaria e
ambiental brasileira. Os criatdrios comerciais desta espécie foram reduzidos e desde a década
de noventa ndo é permitida a abertura de novos criatorios de javalis'* "°.

Em diversos paises da Asia e Europa, bem como nos E.U.A. a presenca de
extensas populagdes de javalis ¢ uma situagdo preocupante, principalmente pelo potencial
carreador de patogenos de grande importancia em satde publica' como bactérias e virus'®'’,
No Brasil a dificuldade do controle de javalis também ¢é tema de discussdes entre
pesquisadores e produtores agropecudrios, principalmente porque ndo existem predadores
naturais para estes animais, sendo que o clima e a extensa area geografica favorecem a
permanéncia e proliferagio dessa espécie no pais'®'**’. A partir de tal problematica foi criado
o Plano Nacional de prevencdo controle e monitoramento do javali em estado asselvajado no
Brasil ',

A familia Tayassuidae ¢ composta por trés géneros diferentes, Catagonus (pecari
do Chaco), Pecari (cateto) e Tayassu (queixada), dessas apenas as duas ultimas ocorrem no
Brasil. Atualmente existem trés espécies de catetos, P. tajacu existente na América do Sul, P.
angulatus na América do Norte e P. crassus na América Central e México”'.

Entre os taiassuideos, o cateto (Pecari) ¢ o de maior distribuicdo geografica,
ocorrendo do Sul dos Estados Unidos ate o Norte da Argentina'®. O queixada (7. pecari)
possui habitat mais restrito existindo em paises das Américas do Sul e Central, sendo
encontrado preferencialmente em regides quentes e imidas, proximas a cursos d’agua. Ambos
taiassuideos e suas possiveis espécies podem ocorrer simultaneamente em varias regides de
forma simpétrica™ .

Os catetos (P. tajacu) e queixadas (7. pecari) existente no Brasil, apesar de
pertencerem a outra familia, a Tayassuidae, possuem vdarias similaridades genotipicas e
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fenotipicas com a familia Suidae que ¢ representada pelo porco doméstico e pelo javali,

(Figura 2).
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FIGURA 2 - Fotos de exemplares tipicos da Subordem Suiformes: queixada (Tayassu pecari) (A),

javali (Sus scrofa scrofa) (B), cateto (Pecari tajacu) (C).
Fonte: Adaptado de Debert 13

Os queixadas (7. Pecari) e catetos (P. Tajacu) sdo animais silvestres nativos, nao
podem ser abatidos, conforme Lei no 9.605, de 12 de fevereiro de 1998: « E crime matar,
perseguir, cagar, apanhar, utilizar espécimes da fauna silvestre, nativos ou em rota migratoria,
sem a devida permissdo, licenca ou autorizacdo da autoridade competente, ou em desacordo
com a obtida™”.

Os suiformes tém habitos ambulantes que se estendem por diferentes biomas,
sendo que muitas vezes os trés géneros presentes no Brasil podem ser encontrados dividindo o
mesmo ambiente, ou ainda, disputando-0”°. A introdugio nos biomas brasileiros de espécies
de ungulados exdticas como os javalis ou asselvajamento de porcos domésticos altera de
diversas formas o  equilibrio do ecossistema, muitas vezes  causando desvios
comportamentais em espécies como 7. pecari e P. tajacu. A competicdo territorial entre estas
espécies se torna obvia em regides com alto desenvolvimento agropecudrio, onde hé redugdo
de vegetagdo natural e o contato entre tais animais passa a ser comum®°.

Muitos estudos demonstram que javalis, catetos e queixadas possuem patdgenos

27,28,29,30,31
. Mesmo

em comum, tais como bactérias, virus, protozoarios e helmintos parasitas
com a presenca de tantas semelhancas entre as familias Tayassuidae e Suidae, poucos estudos
determinam quais agentes patogénicos estdo presentes nestes animais € sua importancia
econdmica e em saude publica. H4 a necessidade de elaborar pesquisas e diagndstico de
patogenos nestes animais para entender os riscos econdmicos € sanitarios implicitos em uma

. ~ 2
atividade em relacdo a outra®.



2.2 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae compreende um grupo filogenético relativamente
homogéneo do Filo Gammaproteobacterias, consistindo em bacilos aerdbios facultativos,
Gram negativos, ndo esporulantes, que sdo imoveis ou moveis por flagelagdo peritriquia’. O
habitat natural destas bactérias ¢ o trato gastrintestinal dos seres humanos e animais, sendo
que estes organismos estdo disseminados em varios locais podendo ser encontrados inclusive
no ambiente. Muitas vezes, possuem estrutura antigénica complexa, diferentes fatores de
viruléncia e podem produzir toxinas®.

Habitantes naturais da microbiota intestinal, Enterobacteriaceae estao entre os
mais comuns patogenos humanos, causando infecgdes tais como cistite e pielonefrite,
septicemia, pneumonia, peritonites, meningite e outras infecgdes. As bactérias pertencentes a
esta familia tem uma propensdo a rapida disseminacdo por fomites, dgua ou alimentos
contaminados, e adquirem material genético por meio de transferéncia génica horizontal,
mediada por plasmideos, transposons e bacteriofagos™*.

A replicagdo bacteriana ocorre basicamente por divisdo celular simples, no
entanto, a transferéncia de material genético pode ocorrer de duas formas distintas:
transferéncia génica vertical, onde os genes sdo passados de um microrganismo para seus
descendentes; ou pela transferéncia horizontal, onde os genes podem ser adquiridos de outros
microrganismos da mesma geracdo. A transferéncia génica horizontal ¢ um fenomeno que
envolve uma célula doadora que contribui parte de seu genoma para uma célula receptora, que
pode ser de espécie ou até mesmo de género diferente®. Apos a transferéncia, parte do DNA
da bactéria doadora ¢ incorporado ao DNA da bactéria receptora, dando origem a nova
conformagio genética®.

Salmonella e Escherichia coli (Figura 3) sdo bactérias intimamente relacionadas
e compartilham um ancestral comum, que presume-se que fosse uma bactéria comensal do
ambiente intestinal de animais *°. No entanto, contrariamente & maioria das cepas de E. coli,
os membros do género Salmonella sao geralmente patogénicos, tanto para humanos quanto
para outros animais de sangue quente °, isso porque ha milhdes de anos Salmonella comegou
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a acumular caracteristicas virulentas pela aquisicao de genes por transferéncia horizontal ™.



FIGURA 3 - Fotomicrografia eletronica de bactérias da
Famila Enterobacteriaceae: E. coli (A) e
Salmonella sp. (B)
Fonte:Wray & Wray37

Alguns genes possuem fungdes necessarias a sobrevivéncia da bactéria, pois
codificam proteinas funcionais para a respira¢ao, locomocao e aquisi¢ao de nutrientes. Outros
genes podem estar presentes para determinar fungdes que definem vantagens evolutivas e
competitivas para o microrganismo, como invasdo da célula hospedeira, resisténcia a
determinados antimicrobianos e enterotoxinas, esses sio denominados genes de viruléncia **.

A sobrevivéncia da bactéria depende de um delicado balango entre muitos
produtos de genes atuando em conjunto para um funcionamento adequado do microrganismo.
A auséncia ou presenga de certos genes estd totalmente relacionada aos diversos mecanismos
essenciais ou adaptativos as bactérias. Tais estruturas podem ser encontradas em plasmideos
ou no préprio cromossomo da bactéria. Os genes de viruléncia podem estar presentes em
diversas regides do cromossomo e/ou elementos genéticos moveis, sendo responsaveis pela
codificacdo de produtos e propriedades que podem determinar a patogenicidade e,
consequentemente, a viruléncia de bactérias .

As bactérias causam doenca por uma variedade de mecanismos de viruléncia em
complexo processo de invasdo das barreiras protetivas do hospedeiro, evasao dos mecanismos
do sistema de defesa deste, além de multiplicagdo e perpetuacdo de novas bactérias, causando
dano ao hospedeiro’. Evidéncias cientificas indicam que a propria resposta inflamatéria do
hospedeiro suscetivel atua como um gatilho e consequentemente age diretamente na taxa de
colonizagdo microbiana no intestino. Quando ha proliferacio de bactérias patogénicas no
intestino, a possibilidade de aquisi¢do de genes de viruléncia e resisténcia por transferéncia

horizontal pode ser potencializada'®.



2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli foi descrita em 1885 pelo pediatra Theodor Escherich, nas fezes
de uma crianga com diarreia. Em 1893, ja se postulava que a bactéria na verdade possuia
diferentes cepas, algumas patogénicas e outras ndo. Atualmente, as espécies de E. coli sdo
subdividas em vdarias cepas patogénicas que causam diferentes enfermidades em seres
humanos e animais *’.

A bactéria Escherichia coli ¢ um microrganismo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, e esta normalmente presente no intestino de mamiferos e aves. Ainda que
considerada uma bactéria comensal, muitas vezes ¢ qualificada como um dos agentes
bacterianos mais frequentes em diarreias de seres humanos e animais *'.

A origem evolutiva de E. coli, especialmente de isolados extra intestinais, tem
sido estudada pela andlise da presenca de fatores de viruléncia em relacdo a organizagdo
populacional desta bactéria em diferentes grupos, a qual ¢ definida por métodos
filogenéticos*. As analises filogenéticas tém mostrado que cepas desta bactéria podem ser
classificadas em quatro grupos principais conhecidos para esta espécie, sendo: A, B1, B2 ¢ D
. As cepas virulentas geralmente classificam-se no grupo B2, porém algumas sio
classificadas no grupo D. Por outro lado, normalmente as cepas comensais pertencem aos
grupos A ¢ B1 “45:464748

E. coli pode ser classificada conforme seu patotipo em: enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), extra intestinal (EXPEC), entero-hemorragica (EHEC), produtora
de toxina Shiga (STEC), uropatogénica (UPEC), e outras como enteropatogénica para suinos
(PEPEC); enteropatogénica para coelhos (REDEC) e patogénica para aves (APEC)’.

Dentre estas bactérias, as que produzem a toxina Shiga (STEC) sdo um dos
patotipos mais importantes para saide publica (verotoxinogénica), tendo o sorotipo
0157:H7* como exemplo de patogeno de alta periculosidade para seres humanos causando
enfermidades em milhares de pessoas todos os anos. Sua presenca ¢ atribuida a alimentos
contaminados, principalmente produtos carneos, sendo que esta bactéria, além de produzir
toxinas ¢ capaz de colonizar o epitélio intestinal e provocar lesdes diretas & mucosa ** *°.
Sinais tipicos da doenga por este sorotipo incluem diarreia, com sangue, dores estomacais e
vOmitos, com possivel progressio para sindrome urémica e 6bito>".

A importancia de determinar a patogenicidade e fatores de viruléncia dos isolados
de E. coli ndo se limita a sorotipos ja conhecidos e tipicos causadores de surtos em seres

humanos e animais. A ocorréncia do sorotipo O104: H4 em paises como Alemanha, Coréia do



Sul e Franca colocou em evidéncia a possibilidade do surgimento de novos patdgenos
apresentando caracteristicas virulentas combinadas de E. coli EHEC e EAEC, além de
resisténcia a antimicrobianos™.

E. coli ¢ um contaminante comum (coliforme fecal) em agua e alimentos,
considerada um indicador para predizer a qualidade da 4gua de consumo e uso comum™ **.
Uma vez eliminada no meio ambiente, a bactéria pode sobreviver por até 11 semanas quando
em condigdes ideais de temperatura e umidade, sendo portanto passivel de infectar animais
suscetiveis pela contaminagio ambiental™.

Em estudo realizado por Heiman et al.”' foram avaliados centenas de surtos de
doenga provocada por E. coli determinando a origem da infec¢do. Observou-se que alimentos
de origem animal contaminados eram a principal fonte de E. coli, entretanto o contato com
animais de producdo e seu ambiente, bem como vegetais e frutas contaminados com a
bactéria também foram categdricos na ocorréncia de metade dos surtos.

As manifestagcdes de doencas por E.coli sdo associadas a diversos fatores,
destacando os genes de viruléncia codificados por plasmideos, bacteriofagos, ou ilhas de
patogenicidade (IP). Acredita-se que a maior parte dos sorogrupos de E.coli ndo apresentem
qualquer gene de viruléncia, porém, durante o processo evolutivo, algumas cepas adquirem
diferentes combinagdes de genes que lhe atribuem capacidade de promover enfermidades’.

Muitos estudos descrevem que cepas de E.coli comensais podem conter um ou
mais genes de viruléncia, apresentando portanto, potencial de causar doengas em animais
imunosuprimidos e/ou saudaveis*>**"*. Aderéncia ¢ o primeiro e principal componente que
atua na colonizagao intestinal. E. coli expressa fimbrias e adesinas ndo-fimbriais que medeiam
a adesdo as células epiteliais intestinais, sendo estas caracteristicas favoraveis tanto na sua
atuagdo como componente normal da microbiota intestinal (e inclusive podendo atuar como
probidtico e competir com microrganismos patogénicos), quanto na sua atuagdo como
patégenosg.

Adicionalmente, alguns genes de viruléncia como: pap (pili associado a
pielonefrite), cr/ (curli), eae (intimina), iuc (aerobactina) e iss (resisténcia sérica) sao
determinantes para a patogenia da doenca, como demonstrados em estudos desses genes em

60,61
%, Sabe-se

cepas de Escherichia coli isolados de animais com sinais clinicos de colibacilose
que existem mais de 30 genes de viruléncia descritos em cepas de E. coli potencialmente
patogénicas, estando estes presentes em elementos moéveis e de fécil transferéncia entre

bactérias*’.
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O estudo da resisténcia a antimicrobianos em E. coli comensais e patogénicas atua
como excelente indicador de selecdo antimicrobiana no ambiente.Evidéncias recentes
detectam genes de resisténcia a praticamente todas as classes de antimicrobianos disponiveis
para uso em animais®*. De forma curiosa observa-se também multiplos relatos de E. coli
resistentes a antimicrobianos que ha muito tempo foram proibidos no ambito da producao
animal, caracterizando possivel contaminagdo ambiental e alimentar. A presenca de E. coli
multirresistentes se entende sem controle, tornando-se necessdrio a implementacdo de
medidas de vigilancia que se apliquem a saude publica e ambiental com intuito de limitar a

. . ~ ’ r 63
disseminag¢do deste possivel patogeno™.

2.2.2 Salmonella sp.

A bactéria Salmonella passou por processo evolutivo como patégeno hd mais de
100 milhdes de anos, tendo os bacteridfagos e a aquisicao de “ilhas de patogenicidade” como
esséncia nesta evolugdo. As transformagdes permitiram que esta bactéria se tornasse
patogénica e causasse doenca em animais, e varios estudos demonstram a presenga de
plasmideos e ilhas de patogenicidade que também tornaram possivel sua atividade como
agente infeccioso **. Estima-se que um quarto do genoma de salmonelas patogénicas tenha
sido adquirido por transferéncia horizontal .

O género Salmonella foi nomeado em funcdo de seu descobridor Daniel E.
Salmon (1850-1914)®. Sio formadas principalmente por espécies que apresentam
motilidade, com poucas variantes imoveis. Resistem a desseca¢do e ao congelamento,
podendo sobreviver no ambiente em periodos que variam de meses a anos. Animais de sangue
frio e quente atuam como reservatorios de diversas espécies de Salmonella em seu trato
gastrointestinal, podendo contaminar solo, vegetagdo, d4gua e alimentos .

A classificag@o em sorotipos de Salmonella esta baseada atualmente no esquema
de White-Kaufmann-Le Minor e envolve mais de 2600 sorotipos de Sa/monella identificados.
Estd relacionada a caracterizacdo de seus antigenos somaticos (O) de parede natureza
lipopolissacaridea, os flagelares (H) de natureza proteica e os capsulares ligados a viruléncia
(Vi). As subespécies de Salmonella sao divididas em sorogrupos, cuja classificagdo ¢ feita a
partir do antigeno O. Dentro dos sorogrupos existem os sorotipos especificos. Ainda, cada
subespécie possui varios sorotipos e suas respectivas cepas, onde aproximadamente 99 % dos
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sorotipos mais comumente isolados pertencem & subespécie enterica®.
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Baseado em estudos gendmicos o género Sa/monella ¢ dividido em duas espécies,
Salmonella enterica e Salmonella bongori®. Salmonella enterica possui seis subespécies
expressas por nomes € algarismos romanos, as quais apresentam diferencas bioquimicas e
gendmicas entre si: S. enterica subespécie enterica (1), S. enterica subespécie salamae (11); S.
enterica subespécie arizonae (Illa), S. enterica subespécie diarizonae (IlIb), S. enterica
subespécie  houtanae (IV), e S. enterica subespécie indica (V). A espécie Salmonella
enterica subespécie enterica, possui uma grande variedade de sorotipos, que sdo designados
apo0s a subespécie ou apds o género, escritos com a letra inicial maitscula: Agona,
Cholerasuis, Infantis®’.

O principal mecanismo de transmissdo da bactéria a animais suscetiveis ¢ a rota
oro-fecal, pela ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados e sendo muito comum problemas
relacionados a contaminagdo ambiental, com possibilidade de formagdo de biofilme e
manutengdo da bactéria no ambiente por longos periodos "°. A multiplicagio da bactéria
acontece primariamente nas células do sistema monocitico-macrofagico e a partir deste pode
tomar forma de doenga sistémica em animais e seres humanos suscetiveis ''. A sua evidente
importancia como patdgeno em saude publica suscitou a necessidade de legislagdo e medidas
especificas, onde ha inviabilizagdo do consumo e comercializa¢do de produtos em que haja o
isolamento de Salmonella ™.

A base da adaptagdo ao hospedeiro em certos sorotipos de Salmonella permanece
pouco elucidada, porém, acredita-se que esteja relacionada a plasticidade de seu genoma e a

3,74,75 SR
1 3775 Varios destes

transferéncia de genes mediada por fagos ou de forma horizonta
sorotipos podem também, apds o aparecimento e posterior resolu¢do da doenca clinica no
animal, persistir nos tecidos deste durante longos periodos, ou ainda, podem infectar o animal

sem manifestacdo clinica caracterizando focos de contaminacao assintomaticos em animais de

71,76,77 77,79,80

producao , havendo grande implicagio de aves’, suinos e bovinos como
reservatorios da bactéria®'.

As infec¢des causadas por salmonelas sdo transmitidas frequentemente por
alimentos de origem animal, mas frutas e vegetais contaminados também sdo importantes na
cadeia epidemioldgica da salmonelose. Muitos sorotipos especificos como Salmonella
Heidelberg e Enteritidis sdo isolados em surtos da doenca causados pela ingestdo de ovos e
outros produtos de origem animal. Em surtos que ocorrem pela ingestdo de vegetais
contaminados, sorotipos como Litchfield e Poona sdo isolados e provém de pequenos animais
reservatorios, como répteis e anfibios. Ja os sorotipos Typhimurium e Newport ocorrem em

surtos associados tanto a ingestdo de alimentos de origem animal quanto alimentos de origem
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vegetal contaminados com a bactéria. A diferenciacdo nestes casos pode ser feita a partir da
diferenga entre o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, que tende a apresentar pouca ou
nenhuma sensibilidade em salmonelas provenientes de animais de producdo, ocorrendo o
inverso em salmonelas provenientes de outras contaminagdes onde hé a presenga de bactérias
com pouca ou nenhuma resisténcia a antimicrobianos’ .

Todos os anos mais de 200.000 relatos de salmonelose em seres humanos
causadas por Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg ocorrem apenas nos E.U.A.,
sendo estes dois sorotipos de importincia elementar em satide publica neste pais e em nivel
mundial. Ambos sorotipos sdo focos de estudo em muitas localidades e a preocupante
multirresisténcia e evidente presenga de fatores de viruléncia atenta as autoridades de saude
quanto ao surgimento de patogenos de dificil controle®. Recentemente a ocorréncia de casos
de salmonelose em humanos em varios paises da Europa causada por Salmonella Enteritidis™,
bem como a ocorréncia de distintos surtos desde o inicio da década de 2010, atentam para a
importancia de determinar a origem dos surtos a fim de esclarecer e eliminar os possiveis
focos da bactéria® ™.

A andlise genotipica de Sal/monella tem se revelado uma ferramenta util para
tipagem epidemioldgica de diferentes sorotipos da bactéria. A utilizagdo da Reagdo de Cadeia
em Polimerase (PCR) apresenta maior sensibilidade e maior rapidez no diagnostico,
representando uma ferramenta importante na identificagdo e caracterizacdo de genes de
viruléncia e resisténcia encontrados em diferentes espécies de Salmonella®.

A diversidade do genoma de Salmonella enterica esta relacionado a aquisicao de
elementos genéticos moveis que conferem vantagem como patdgeno, tanto por resistir a
varias classes de antimicrobianos quanto por deter expressdo de caracteristicas virulentas.
Muitos estudos caracterizam a presenca de genes de viruléncia como spvC (Salmonella
plasmid virulence), importante na multiplicacdo bacteriana no sistema reticulo-endotelial de
vertebrados e presente em todos sorotipos de Salmonella®’. Além de varios genes de
resisténcia como intl (integrons de classe 1)*, blaTEM (resisténcia a cefalosporina)®, sull

(resisténcia a sulfonamida)®® e gnr (resisténcia a quinolonas)™.
2.3 Consideracoes sobre resisténcia antimicrobiana
A introdugdo de antimicrobianos na década de 40 proporcionou um declinio na

mortalidade por doengas infecciosas e consagra-se tal feito como um marco importante na

histéria da medicina. A partir de entdo os antimicrobianos se tornaram de uso extensivo para
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prevengio e tratamento, bem como promotor de crescimento animal®'.

Sabe-se que o sucesso de um quimioterdpico contra um determinado
microrganismo ¢ possivel devido a chamado toxicidade seletiva, em que um agente
antimicrobiano deve ser mais toxico ao patdégeno do que ao hospedeiro. No caso das bactérias,
tal caracteristica € possivel gracas as diferencas estruturais e bioquimicas existentes entre elas
e a célula eucaridtica do hospedeiro®™. Dentre as principais diferencas, pode-se destacar nas
células bacterianas a existéncia de unico cromossomo disperso no citoplasma que ndo esta
circundado por membrana nuclear, presenca de ribossomo do tipo 70S, além de parede celular
contendo peptideoglicano que confere forma e protegio a célula’.

A atividade de agentes antimicrobianos € influenciada pelo sitio de acdo, taxa de
absorcao e poder de penetracdo na célula e pelo metabolismo do agente especifico. Por isso, a
atividade de determinado agente antimicrobiano pode ser totalmente afetada pela interacdo
entre patégeno e firmaco, bem como entre o hospedeiro e o patégeno™. A resisténcia
intrinseca a antimicrobianos existe em vdrias ocasidoes com a producdo de enzimas, baixa
permeabilidade do agente antimicrobiano a membrana bacteriana ou presenca de proteinas
transportadoras que promovem o efluxo destes agentes antimicrobianos, ou ainda, a
combinagdo destas situacdes. As bactérias também podem adquirir resisténcia por meio da
aquisi¢ao de genes especificos que codificam mecanismos de resisténcia similares a aqueles
presentes intrinsicamente em bactérias resistentes. Estes genes que codificam resisténcia a
antimicrobianos sdo frequentemente carreados em elementos genéticos moveis, tais como
plasmideos e transposons”.

Ao analisar o fendmeno de resisténcia aos antimicrobianos, observa-se que o
mesmo tem origem genética e esta relacionado a presenca de genes no microrganismo que
codificam diferentes mecanismos bioquimicos capazes de impedir a multiplicacdo ou eliminar
0s microrganismos’. Para o microrganismo desenvolver resisténcia ao agente antimicrobiano
deve-se haver mutacdes espontaneas, que caracteriza a via cromossomal, ou transferéncia de
material genético de uma bactéria para outra por via horizontal®,

Muiltiplos genes de resisténcia sdo encontrados em regides cromossomicas ou em
elementos méveis como observado em plasmideos principalmente®. A presenga de genes com
blaTEM, que produz enzimas Plactamases inibidoras de antimicrobianos [-lactimicos, sdo
frequentemente encontrados em plasmideos de bactérias ambientais e entéricas®*’. Genes de
resisténcia a quinolonas podem ser encontrados no cromossomo, plasmideos e, recentemente,
muitas particulas de bacteriéfagos também estdo sendo encontradas, fato este que facilita sua

transmissdo as outras bactérias presentes no mesmo ambiente®.
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O fato dos farmacos antimicrobianos serem parcialmente metabolizados no
organismo de humanos e animais, faz com que grande quantidade seja liberada no ambiente,
caracterizando importante fator para evolugdo e selecdo de resisténcia antimicrobiana para
bactérias patogénicas’’. Com concentragdes varidveis de antimicrobianos e seus respectivos
metabdlitos no ambiente, hd maior contato dos microrganismos com tais substancias e
aumenta-se a pressdo de selecdo das bactérias resistentes e hd aumento da prevaléncia de
patégenos multirresistentes, caracterizando uma evidente ameaca a satde publica”.

A resisténcia aos antimicrobianos estd aumentando em todo o mundo e
microrganismos patogénicos multirresistentes sdo relatados com frequéncia®. Mltiplos genes
codificando resisténcia antimicrobiana sdo frequentemente encontrados em reservatorios de

54,95-97

agua tratada, rede de esgoto, oceano e em ambientes tipicamente contaminados como

hospitais e em produtos de origem animal, bem como local de produgdo de animais™”"*®.

Alerta-se ainda, que a resisténcia de uma bactéria a determinado antimicrobiano
pode também gerar também resisténcia cruzada a farmacos da mesma classe, como observado
com o grupo dos bacteriostaticos, que incluem as sulfonamidas, tetraciclinas,
aminoglicosidios e macrolideos. Bactérias ndo patogénicas ou comensais podem adquirir
resisténcia aos antimicrobianos que habitualmente seriam eficazes frente a estes organismos e
uma possivel transferéncia horizontal a bactérias patogénicas™.

Com base no exposto e na escassez de trabalhos cientificos sobre os temas
supracitados, o presente estudo visa investigar a ocorréncia de E. coli e Salmonella sp. em
amostras de javalis (S. scrofa), catetos (P. tajacu) e queixadas (7. pecari) oriundos de

criatorios comerciais localizados no Estado de Goiés.
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CAPITULO 2- Escherichia coli E Salmonella sp. EM Tayassu pecari E
Pecari tajacu, SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS E GENES
DE VIRULENCIA

RESUMO
As bactérias Salmonella sp. e E.coli estdao implicadas em infec¢bes em humanos e animais,
quando, muitas vezes requerem a utilizagdo de terapia antimicrobiana para seu tratamento.
Objetivou-se com este estudo foi o isolamento, a andlise de perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e detec¢ao de genes de viruléncia em E. coli provenientes de Pecari tajacu e
Tayassu pecari de criatérios comerciais no Estado de Goids. Dentre uma amostragem de 90
animais, obteve-se 31 isolados de E. coli, sendo que em 16 isolados oriundos de P. fajacu
houve multirresisténcia aos antimicrobianos testados e seis isolados de 7. Pecari em situagao
similar. Detectou-se o gene de resisténcia sérica iss em quatro isolados, € os genes de
viruléncia papC em cinco, tsh € eae em um isolado cada. Houve a associagdo potencialmente
patogénica entre os genes papC e eae, e entre tsh e iss. Em um isolado de E. coli de P. tajacu
houve a formacdo de beta hemodlise. Nao houve isolamento de Salmonella sp. em nenhuma
das amostras. Conclui-se que 7. pecari e P. tajacu sdo potenciais reservatérios de E. coli
patogénicas e multirresistentes aos antimicrobianos.
Palavras-chave: Enterobactérias, fatores de viruléncia, multirresisténcia, Taiassuideos.

Escherichia coli AND Salmonella sp. IN Pecari tajacu AND Tayassu pecari,
ANTIMICROBIAL PROFILE AND VIRULENCE GENES DETECTION
ABSTRACT
Salmonella sp. and Escherichia coli bacteria are implicated in human and animal infections,
when it can require the antimicrobial treatment in many situations. The main object of this
study was to isolate and analyze the antimicrobial profile, as also to also detect virulence
genes of commensal E. coli, from Pecari tajacu and Tayassu Pecari from commercial herds
in Goias State. Among a sampling of 90 healthy animals, a total of 31 E. coli were isolated,
where 16 isolated from P. Tajacu presented multidrug resistance and six in 7. Pecari showed
similar pattern. The virulence genes detected was papC, in five isolates, tsh in one and eae in
one isolate each. The serum resistance gene iss were detected in four different isolates. It was
also observed association between genes, and presence of hemolisin in one isolate. No
Salmonella sp. isolation were obtained in the samples. It is conclude that 7. pecari and P.

tajacu are potential reservoir of pathogenic and multidrug resistant E. coli.
Key-words: Enterobacteriaceae, multidrug resistant bacteria, virulence factors, Tayassuids.
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Introduciao

Os membros da familia Tayassuidae: Tayassu pecari (queixada) e Pecari tajacu
(cateto) possuem grande distribuicdo geografica na América do Sul, sendo encontrados em
todos os biomas do Brasil. Estes animais possuem habito ambulante, podendo ter contato com
diversos animais e regides em curto espaco de tempo, € atuar como reservatorios e

1,2,3,4,5,6 : . .
+23:436.7 “sendo desconhecido ainda o potencial

disseminadores de varios microrganismos
dos mesmos para albergar bactérias enteropatogénicas.

Escherichia coli ¢ uma bactéria habitante comum do trato intestinal de grande
variedade de animais e seres humanos, sendo de féicil disseminagdo em diferentes
ecossistemas por meio da dgua, solo, alimentos e vérios possiveis fomites®’. Ocasionalmente,
E. coli ¢ implicada em infeccbes em humanos e animais, quando, inclusive, requer a
utilizacdo de terapia antimicrobiana. Em diversos casos, a terapia com antibidticos apresenta
falhas, devido a resisténcia a vdrios principios ativos de uso rotineiro em medicina humana e
veterindria'’. Observa-se que o material fecal de diversos animais contém grande quantidade
de linhagens de E. coli que apresentam genes de viruléncia'"'>, e considerada um
contaminante presente em diferentes ecossistema, sendo também importante em estudos que
visam tragar a evolugdo da resisténcia aos antimicrobianos"’.

O género Salmonella é composto por bactérias muito importantes na area de medicina
veterinaria e satde publica, pois € responsavel por doenga em animais e humanos, e extensas
perdas econdmicas na produ¢do animal. Também ¢ extensivamente estudada em termos de
fisiologia, genética e estrutura celular, sendo uma das bactérias patogénicas melhor
caracterizadas em termos de viruléncia. A viruléncia da Salmonella, e seus respectivos
sorotipos, ¢ multifatorial e complexa, incluindo presenca de estruturas como fimbrias e
flagelos, bem como sua habilidade de penetrar e replicar nas células epiteliais'®.

Em vérias espécies de bactérias entéricas observa-se que os genes codificadores de
funcdes especificas sdo altamente propensos a recombinac¢do e transferéncia génica horizontal
de modo que antigenos similares podem ser encontrados em cepas distantemente
relacionadas. Caracteristicas de viruléncia, encontradas expressadas por genes presentes em
elementos genéticos transferiveis como plasmideos e transposons, t€m a possibilidade de
reestruturacao de intimeras cepas € pode acontecer de forma natural no ambiente em que se
encontram'”. Os genes de viruléncia codificam caracteristicas que auxiliam na capacidade

patogénica de cada bactéria como a adesdo, aquisicdo de ferro, formacdo de biofilme e

resisténcia no soro'®. Os genes iss (increased serum survival), tsh (temperature sensitive
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hemaglutinine), papC (pilus associates with pyelonephritis) e eae (enteric attaching and
effacing), entre outros genes de viruléncia, sdo encontrados em isolados patogénicos'’.

Bactérias com resisténcia aos antimicrobianos e com fatores de viruléncia representam
um problema em saude publica e animal, havendo indicios de contaminag¢do ambiental e de
alimentos como possiveis origens de surtos de infecgdes'®.

A necessidade de estudar animais silvestres como reservatorio de agentes etioldgicos
causadores de doencas se torna fundamental e neste contexto situam-se os taiassuideos. No
Brasil, sdo escassos os estudos que qualificam as enterobactérias em animais silvestres em
cativeiro, principalmente na familia Tayassuidae. Objetivou-se pelo presente estudo o
isolamento e a andlise de perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e genes de viruléncia
em E. coli e Salmonella sp., em amostras fecais provenientes de catetos e queixadas de

criatdrios comerciais no Estado de Goias.

Material e Métodos

Local: As andlises bacteriologicas foram conduzidas e realizadas nos Laboratdrios de
Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).
Amostras: As coletas foram realizadas em trés criatorios comerciais de animais silvestres
(um criatério de P. tajacu e dois criatorios de 7. pecari) habilitados pelo IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) para criacdo e venda de
taiassuideos no Estado de Goids. Toda a conduta experimental com os animais in vivo foi
realizada com Autorizagdo para atividade cientificas fornecida pelo IBAMA (Anexo A) e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG (CEUA-UFG)(Anexo B).

Com auxilio de técnicas de contengdo fisica dos animais, procedeu-se a coleta de
suabes retais que foram alocados em tubos contendo 10 mL de 4gua peptonada a 1%, e
mantidos sob refrigeragdo até o momento da realizacdo de técnicas de processamento
bacteriologico'”. Os suabes retais foram realizados de forma aleatéria abrangendo animais
higidos, machos e fémeas de diferentes faixas etérias.

Foram coletados 90 suabes retais no total, sendo 30 amostras em cada propriedade, P.
tajacu (cateto)(n=30) e 60 amostras de 7. pecari (queixada)(n= 60).
Pesquisa de E. Coli e teste de hemdlise: As amostras de suabe retal em dgua peptonada a 1%

foram incubadas ‘a 37° C por 18-24 horas, sendo posteriormente fracionadas em
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aproximadamente 1mL, inoculadas em caldo de Brain heart infusion (BHI) e incubadas a 37°
C/ 18-24Hs, e posteriormente plaqueadas em agar MacConkey™.

Foram selecionadas trés a cinco Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e repicadas
em tubos contendo agar Triplice Agucar Ferro (TSI), incubadas a 37°C, durante 24 horas. A
identificacdo de Escherichia coli por testes bioquimicos fenotipicos, caracterizou-se por testes
de motilidade, producao de indol, hidrélise de urease, H,S, malonato, reagdo vermelho metila
e reagdo no citrato de Simmons. Além desses testes, os isolados foram submetidos ao teste de
hemolise, realizado em dgar BHI contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado. Apos
semeadas, as placas foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs para avaliagdo de presenca ou
auséncia de hemolise™.

Isolamento e identificacdo de Salmonella: As amostras de suabe retal em 4dgua peptonada a
1% foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs, sendo posteriormente transferidos 1 mL dessa solugdo
para 9 mL de caldo Selenito Cistina ¢ 1 mL para 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis,
incubados a 37° C/ 18-24Hs. Em seguida, com auxilio de uma alg¢a de niquel-cromo, aliquotas
dos caldos supracitados foram plaqueadas por esgotamento em estrias, em duplicata para
meios seletivos: Agar Verde Brilhante ¢ Hektoen, novamente incubado a 37° C/ 18-24Hs.
Onde trés a cinco UFC com caracteristicas morfologicas de Salmonella foram repicadas em
Agar Triplice Agucar Ferro (TSI), incubados a 37° C/ 18-24Hs. Os tubos de TSI com
crescimento sugestivo de Salmonella foram submetidos aos seguintes testes: teste uréase,
producdo indol, vermelho metila, motilidade, lisina descarboxilase, teste de malonato e citrato
de Simmons'"”.

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos: O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi
realizado pela técnica de disco-difusdo usando o meio de Muller-Hinton'.

Para E. coli e Salmonella foram utilizados os seguintes antimicrobianos: doxiciclina
(30mceg), cloranfenicol (30mcg), tetraciclina (30mcg), neomicina (30mcg), ceftriaxona
(30mcg), ampicilina (10mcg), amoxicilina(3mcg), sulfonamida (300mcg), sulfazotrim
(25mcg).

As placas contendo dgar Muller-Hinton e semeadas com a suspensdo bacteriana e com
discos de antimicrobianos foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs. A leitura e interpretacdo dos
didmetros dos halos foram efetuadas segundo as diretrizes de CLSI *'.
indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRA): O IRA foi calculado pela razio
entre o nimero de classes de antimicrobianos contra as quais cada isolado ¢ resistente e o
numero total de classes testadas (7 classes). Indices >0,2 foram considerados como

multirresistentes?>.
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Os perfis de multirresisténcia dos isolados diante dos diferentes antimicrobianos foram
também avaliados. Os isolados que apresentaram resisténcia, simultdnea, a trés ou mais
antimicrobianos de diferentes grupamentos eram considerados multirresistentes™.

Extracdo de DNA de Escherichia coli: Apos inoculagdo de E. coli em 4 mL de BHI e
incubagdo a 37° C/ 18-24Hs, 1 mL foi transferido para tubo de polipropileno livre de DNA e
RNA capacidade para 1,5 mL, submetidos a rotacdo de 13200 rpm, descartado o
sobrenadante, adicionada 800 pL de 4gua ultrapura, agitados por 10 segundos em vortex,
submetidos a rotacdo de 13200 rpm e descartado o sobrenadante novamente, adicionada 80
uL de 4dgua ultrapura e os tubos submetidos a temperatura de 96°C por 10 minutos. Ao final, o
sobrenadante foi colhido e armazenado em tubo de polipropileno livie de DNA e RNA a
temperatura de -20°C***.

PCR e deteccio de genes de viruléncia de Escherichia coli: As amostras de DNA
gendmico , extraidas dos isolados foram submetidas a testes de PCR empregando-se
diferentes pares de oligonucleotideos para a deteccdo especifica dos genes de viruléncia iss
(Ewers et al., 2005)*°, tsh (Ewers et al., 2005)*, papC (Rodriguez-Siek et al., 2005)*’ e eae
(Yu et al., 1992)* (Quadrol). Cada reagdo de PCR foi efetuada baseada no protocolo de
preparacdo do mix de reagentes e programas no termociclador Mastercycler Personal

Eppdendorf®, descritos pelos autores de cada par de Primers.

QUADRO 1 - Primers para detec¢ao de genes de viruléncia de E. coli pela técnica de PCR.

Gene alvo | Sequéncia Referéncia

papC f5-TGATATCACGCAGTCAGTAGC-3’ | Rodriguez-Siek et al. (2005)”
r ~CCGGCCATATTCACATAA-3’

iss f5°-ATC ACA TAG GAT TCT GCC G-3° | Ewers et al. (2005)*°
r5°-CAG CGG AGT ATA GAT GCC A-3’

tsh f5°-ACT ATT CTC TGC AGG AAG TC-3" | Ewers et al. (2005)*°
r5°-CTT CCG ATG TTC TGA ACG T-3

eae f5°-AAACAGGTGAAACTGTTGCC-3’ Yu et al. (1992)*®
r 5-CTCTGCAGATTAACCTCTGC-3’

Como controles positivos para as reagdes da PCR, foram utilizadas amostras de DNA
gendmico de referéncia para E. coli cedida pela professora Dr" Terezinha Knobl, da

Universidade de Sao Paulo.
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Resultados

Das 90 amostras submetidas a cultura bacteriologica, houve isolamento de 31 (34,3%)
E. coli nos taiassuideos do estudo, o que corresponde a 34,4% foram positivas para E. coli e
Salmonella foi ausente em todas as amostras. Entre estes isolados 19 (n=31) eram procedentes
de P. tajacu e 12 (n=31) de T. pecari, representando frequéncias de 61,3% e 38,7%
respectivamente.

Dentre os 19 isolados de E. coli em P. tajacu, 15 apresentaram multirresisténcia e um
isolado foi suscetivel a todos antimicrobianos testados (Tabela 1). Nos isolados de 7. pecari,
seis apresentaram multirresisténcia (Tabela 2). Quanto ao IRA, 12 isolados de E. coli de P.
tajacu foram considerados multirresistentes e sete isolados de 7. pecari. Os isolados
apresentaram taxas de resisténcia acima de 60% aos antimicrobianos ampicilina, amoxicilina
e sulfonamida, sendo as taxas de sensibilidade superiores a 60% apenas em tetraciclina e

ceftriaxona (Figural).

TABELA 1 - Distribuicdo dos padrdes de resisténcia a nove antimicrobianos testados em
isolados de E. coli em P. tajacu.

Classificacido da resisténcia Numeros Padroes de resisténcia %

Multipla 4+ 83,3

Tripla 1 5,5

Dupla 2 11,1

Perfil de Resisténcia Padroes de Resisténcia Numero de
Cepas

Multipla CLO TET NEO AMP AMO SUL SUT 1
Multipla DOX TET NEO AMP AMO SUL SUT 3
Multipla DOX TET NEO AMP AMO SUL 1
Multipla DOX TET AMP AMO SUL SUT 2
Multipla DOX TET NEO AMP AMO SUT 1
Multipla DOX TET NEO AMP SUL SUT 1
Multipla TET NEO AMP AMO SUL SUT 2
Multipla DOX TET NEO SUL SUT 1
Multipla TET AMP AMO SUL SUT 2
Multipla TET AMP AMO SUL 1
Tripla CEF AMO SUL 1
Dupla AMP SUL 1
Dupla DOX TET 1

Legenda: AMO= Amoxicilina, AMP= Ampicilina; CLO=Cloranfenicol; CEF= Ceftriaxona;
Doxiciclina; NEO= Neomicina; SUL= Sulfonamida; SUT=Sulfazotrim; TET=Tetraciclina.

w)
o
0
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TABELA 2 - Distribuicdo dos padrdes de resisténcia a nove antimicrobianos testados em
isolados de E. coli em T. pecari.

Classificaciao da resisténcia Numeros Padroes de resisténcia %
Multipla 4+ 30
Tripla 3 40

Dupla 2 20
Simples 1 10

Perfil de Resisténcia Padrdes de Resisténcia Numero de
Cepas

Multipla DOX TET AMP AMO SUL SUT 1
Multipla DOX TET NEO AMP AMO SUL 1
Multipla DOX TET AMP AMO SUL 1
Tripla AMP AMO SUL 2

Tripla DOX TET SUL 1

Tripla AMP AMO SUL 1

Dupla AMP AMO 1

Dupla DOX TET 1
Simples SUL 1

Legenda: AMO= Amoxicilina; AMP= Ampicilina; CLO=Cloranfenicol; CEF=  Ceftriaxona; DOX=
Doxiciclina; NEO= Neomicina; SUL= Sulfonamida; SUT=Sulfazotrim; TET=Tetraciclina.

FIGURA 1 - Resultados de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos de E. coli
isoladas de P. tajacu e T. pecari.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00% 1 W = = ] e Resistentes
40,00% '

30,00% -
20,00% — — — — Ll Suscetivel

& Intermediario

10,00% _. J
0, | e | | .— el -
0’00 % dox tet neo amp amo sulf sut cef
Resistentes 41,94%35,48%22,58%73,19%|(67,74%| 74,19% | 45,16% | 3,23%
Wintermedidrio {16,13%| 0% |45,16%/ 3,23% | 6,45% | 9,68% | 0% | 9,68%
Suscetivel 41,94%(64,52%32,26% | 22,58%|25,81%| 16,13% | 54,84% |87,10%

Legenda: AMO= Amoxicilina; AMP= Ampicilina; CLO=Cloranfenicol; CEF= Ceftriaxona;
DOX= Doxiciclina; NEO= Neomicina; SUL= Sulfonamida; SUT=Sulfazotrim; TET=Tetraciclina.

Em relagdo a caracteristicas virulentas, um dos isolados apresentou f3-hemolise e em
oito isolados foi detectado ao menos um gene de viruléncia. O gene papC foi detectado em

cinco isolados (16,12%), iss em quatro isolados (12,9%), tsh em um isolado (3,2%) e eae em
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um isolado (3,2%). Também houve a presenca de duas associagdes de genes de viruléncia

(eae e papC, iss e tsh) (Quadro 2).

QUADRO 2 - Resultados positivos para genes de
viruléncia e presenca de hemolisina
em E. coli isoladas de T. pecari e P.

tajacu.

GENES DE VIRULENCIA
AMOSTRA B Hemolise iss tsh papc | eae
Ti8 - - - + -
Tcl2 - + - - -
Tcl6 - - ; + i}
Tcl7 - - - + +
Pil - - - + -
Pi6 + + + - -
Pi8 - + - - -
Pil8 - - + -

Legenda: T = T. pecari; P= P. tajacu.

Discussao

Na literatura consultada existe apenas o relato de isolamento de E. coli e Salmonella
em P. tajacu, de forma simultdnea, no Estado do Arizona (EUA)?, entretanto ndo houve
caracterizagcdo ou avaliagdo do perfil antimicrobiano destes isolados. E. coli ¢ um habitante
comum da microbiota intestinal, logo, o isolamento desta bactéria ocorre rotineiramente,
enquanto Salmonella pode estar presente causando doenga ou de forma inaparente em
diversos animais >’

Os resultados negativos para Sa/monella neste trabalho sdo, portanto, semelhantes aos
observados previamente, ¢ indicam menor possibilidade de 7. Pecari e P. tajacu atuarem
como reservatorio desta bactéria em criatorios comerciais no Estado de Goias, diante das
condi¢des observadas. Apesar de isolamento frequente de Salmonella em vérias espécies de
animais silvestres, pode haver ampla variedade de prevaléncia de acordo com a espécie
animal e condicdes estudadas 2% %

Apesar de nossos resultados negativos para Salmonella, um estudo no Brasil
identificou esta bactéria em 25% de P. tajacu ¢ T. pecari de cativeiro’, o que destaca a
possibilidade da sua ocorréncia nestes animais, mas ao mesmo tempo fica claro que condigdes

ambientais, manejo dos animais e alimentos s3o pontos importantes para a infeccdo por
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Salmonella *°. Ressalta-se que bactérias devem estar em quantidade suficiente e em formas
cultivaveis para serem detectadas por técnicas de bacteriologia convencional, soroldgicas ou
moleculares’', fato este que pode explicar a auséncia de Salmonella nas amostras obtidas de
T. pecari e P. tajacu

Este estudo revelou elevada resisténcia para sulfametazona (74,19%), ampicilina
(70,96%), amoxilina (67,74%), tetraciclina (67,74%), doxiciclina (48,38%) e sulfametropim
(48,31%). Dentre as E. coli isoladas, apenas oito ndo apresentaram multipla resisténcia. Tal
achado estd de acordo com varios estudos que demonstram um perfil de resisténcia aos

32,33, 34. 13 S
T . Entretanto, em animais

antimicrobianos bastante extenso em animais domésticos
selvagens ainda héd poucos relatos, mas que ja indicam essa tendéncia provavelmente pela
acentuada contaminac¢do ambiental, de afluentes ou contato com animais domésticos e seus
produtos que apresentam bactérias com genes relacionados a multirresisténcia'” >3,

O antimicrobiano que apresentou maior porcentagem de sensibilidade no antibiograma
dentre todos testados foi a Ceftriaxona, com apenas um isolado apresentando resisténcia e
dois apresentando suscetibilidade intermediaria a este farmaco. A ceftriaxona ¢ uma
cefalosporina de terceira geracdo com amplo espectro de agdo sobre bactérias Gram
negativas. Sabe-se que a resisténcia aos antimicrobianos varia de acordo com a bactéria, e
muitas vezes, o seu sorotipo. De acordo com o Center of Disesases Control (CDC)*’, a
ocorréncia de resisténcia a ceftriaxona ¢ sempre de alta relevancia, pois os isolados resistentes
a droga possivelmente apresentam multirresisténcia e representam uma ameaca a saude
publica.

Uma amostra de E. coli isolada de T. pecari apresentou associacdo dos genes de
viruléncia eae e papC, detendo portanto, importante potencial virulento. O gene eae tem sido
bastante associado com EPEC e EHEC, e sua presenga de forma isolada pode indicar
patogenicidade em linhagens atipicas como ja foi observado em surtos em seres humanos e
neste caso é denominada aEPEC (atypical Enteric Pathogenic Escherichia coli)”*. J& o gene
papC é associado a linhagens de E. coli que causam pielonefrite em humanos e animais **.

Em amostras de P. tajacu isolou-se uma E. coli com a formagdo de B-hemolise em
agar BHI com sangue de carneiro. Neste isolado detectou-se os genes iss e tsh. A presenca de
dois ou mais genes de viruléncia, ¢ uma situagdo que de acordo com Masters et al.*® influi
diretamente na capacidade virulenta do microrganismo. A atividade hemolitica ¢ comum em
casos de E. coli associadas a quadro de diarreia, a sua auséncia na maioria das amostras

isoladas pode ser pelo fato de ndo estar sendo expressa continuamente em bactérias

. ~ . A .. 40
comensais, mas nao significa auséncia de patogenicidade™.
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Os genes iss, tsh, papC e eae, entre outros genes de viruléncia, sao encontrados em
amostras patogénicas e potencialmente patogénicas em aves domésticas e silvestres'’, assim

4142, " seres humanos'” e em diversos reservatdrios de

como em suinos domésticos e selvagens
4gua contaminados® 2. Em estudo realizado por Bonnet et al.”” foi evidenciado que amostras
comensais de E. coli apresentam menores frequéncias de genes de viruléncia, como os genes
tsh e iss, entre outros genes de viruléncia, fato este que corrobora com os achados no presente
estudo e j4 evidenciado em outros trabalhos semelhantes.

Deve-se ressaltar que a presenca de um ou mais genes de viruléncia ndo indica a
patogenicidade intrinseca da linhagem, a ndo ser que haja a uma combinagdo apropriada de

44, 39 .
>, como foi o caso observado em

VGs para causar doenca em determinado hospedeiro
duas amostras, com a presenga simultinea dos genes eae e papC, e os genes iss € tsh.
Também, o fato de se encontrar a presenga destes genes isolados, entre outras caracteristicas
fenotipicas, suscita a possibilidade de transferéncia lateral de elementos genéticos moéveis

(plasmideos, ilhas de patogenicidade) e com isso o surgimento de novas e inesperadas cepas™®

Conclusoes

*  Salmonella sp. ndo ¢ comumente isolada em amostras fecais de Tayassu pecari e
Pecari tajacu criados comercialmente no Estado de Goiés;

* Escherichia coli ¢ isolada com frequéncia em amostras fecais Tayassu pecari e
Pecari tajacu criados comercialmente no Estado de Goias;

* Tayassu pecari e Pecari tajacu podem ser reservatorios de E. coli patogénicas e

resistentes aos antimicrobianos de uso em humanos.
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CAPITULO 3 — Escherichia coli E Salmonella sp. EM Sus scrofa scrofa,
SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS, DETECCAO GENES
DE VIRULENCIA E DE RESISTENCIA

RESUMO

Suideos selvagens tém o potencial de carrear grande diversidade de patdgenos de origem
alimentar como Salmonella e Escherichia coli, que podem causar graves enfermidades.
Objetivou-se com o presente estudo pesquisar a presenca de E. coli e Salmonella sp.,
determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e a deteccado de genes de
viruléncia e resisténcia presentes nos isolados destas bactérias, provenientes de Sus scrofa
scrofa em criatdrios comerciais no Estado de Goids. A coleta de 100 suabes retais de S.
scrofa, resultou em um isolado de Salmonella e 57 isolados de E. coli. A amostra isolada
de Salmonella foi identificada como sorotipo O: 6,8. Entre os genes de viruléncia e genes
de viruléncia (spvC, intll, rfbJ e prot6FE) e de resisténcia (sull, blargy, gnrA e gnrB)
nenhum foi detectado no isolado de Salmonella deste estudo. Todas as amostras de E. coli
apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos, e foram detectados o gene de
resisténcia sérica iss em quatro isolados, e os genes de viruléncia papC em sete isolados e
o tsh em 17, com associacdes possivelmente patogénicas entre estes trés genes. Nao foi
detectado gene de viruléncia eae nos isolados de E. coli, e em nenhum dos isolados houve
a formacgao de beta hemdlise no teste de hemolise. Conclui-se que ha baixo isolamento de
Salmonella em S. scrofa criados em cativeiro e grande quantidade de isolamento de E.
coli potencialmente patogénicas e resistentes aos antimicrobianos.

Palavras-chave: Enterobacteriaceas, javali, multirresisténcia, suinos selvagens.

Escherichia coli AND Salmonella sp. IN Sus scrofa scrofa, ANTIMICROBIAL PROFILE,
VIRULENCE AND RESISTANCE GENES DETECTION
ABSTRACT

Wild boars can potentially carry a huge diversity of food-borne pathogens that may cause
serious diseases in humans, such as Salmonella and E. coli. The object of this study was to
isolate and analyze the antimicrobial profile, as also to also detect virulence and resistance
genes of E. coli and Salmonella, from Sus scrofa scrofa from commercial herds in Goids
State. It was collected 100 rectal swabs of healthy animals, that resulted in one Salmonella
and 57 E. coli isolated. Salmonella were allocated in serotype O: 6,8, no virulence (spvC,
intll, rfbJ e prot6F) or genes resistance (sull, blargy, gnrd e gnrB) were detected. All E. coli
samples were multidrug resistant, and the serum resistance gene iss were detected in four
isolates, virulence gene papC in seven isolates and zsh gene in 17 isolates. The eae virulence
gene was not detected and no isolate presented beta hemolysis in hemolysis test. Also,
possible pathogenic associations were seen among the three encountered genes. It can be
conclude that there is a low isolation of Salmonella in S. scrofa from captivity and high
frequency of E. coli isolation with potential pathogenic and multidrug resistance figures.
Key-words: Enterobacteriaceae, feral swine, mutidrug resistance, wild swine.
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Introduciao

Suideos silvestres t€ém o potencial de carrear grande diversidade de patdgenos de
origem alimentar que podem causar graves enfermidades em humanos, tais como Salmonella
e Escherichia coli que sdo de importincia impar em saude publica'. A criagdo comercial de
javalis apresenta diversas semelhangas entre a criagdo comercial de suinos, entretanto, ¢
evidente maior rusticidade e menor uso de medicamentos e vacinas de maneira geral na
producdo dos javalis. As diferengas na criagdo destes animais reflete em varios aspectos como
taxa de crescimento e ganho de peso, e de especial interesse para estudos na microbiota
intestinal®.

A familia Enterobacteriaceae contém varias bactérias que habitam o trato intestinal de
humanos e animais. Estas incluem bactérias de espécies ndo patogénicas e patogénicas. A
coexisténcia de varias espécies num mesmo ambiente expde estes microrganismos a varios
antibidticos, havendo potencial possibilidade de disseminacdo de fatores de resisténcia e
viruléncia. Salmonella e Escherichia coli sdo bactérias intimamente relacionadas e
compartilham ancestral em comum, que presume-se que fosse uma bactéria comensal do
ambiente intestinal de animais’. Entretanto, a maioria das linhagens de E. coli sio comensais,
enquanto os membros do género Salmonella sio patogénicos a diversos animais *.

As salmonelas podem causar manifestacdes clinicas sistémicas ou localizadas, a
depender dos sorotipos e animal acometido. Varios mamiferos, aves e répteis podem albergar
a bactéria por longos periodos sem apresentar manifestacdes clinicas, fato esse que pode ser
de grande relevancia no surgimento de surtos de salmonelose’.

E. coli ¢ uma bactéria que pode apresentar-se tanto apatogénica, sendo caracterizada
como comensal e benéfica a microbiota intestinal, quanto patogénica e classificada conforme
sua capacidade de causar doenga nos animais. Varios patdtipos sdo descritos em E. coli
patogénicas: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EaggEC), uropatogénica (UPEC), entre outros
especificos aos animais acometidos”.

Adicionalmente, a presenga de alguns genes de viruléncia como: pap (pili associado a
pielonefrite), crl (curli), eae (intimina), iuc (aerobactina) e iss (resisténcia sérica) sao
determinantes para a patogenia da doenga, como demonstrados em estudos acerca desses
genes em estirpes de E. coli isolados de animais com colibacilose’. Em Salmonella, tanto
genes tipicos do género como spv (Salmonella plasmid virulence) e invA (invasin) quanto

genes associados a integrons (inf) e inimeros fatores de viruléncia, sdo focos de pesquisa pela
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presenca trivial em cepas patogénicas desta bactéria’.

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenomeno bastante estudado, e tem-se notado
que ocorre em alta frequéncia no ambiente atingindo populagdes diretamente influenciadas
pelo uso de antimicrobianos e populacdes selvagens, que em teoria, tem pouco contato com
estes farmacos®. A presenca de elementos genéticos que determinam a resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos ¢ relatada tanto em nivel cromossomal quanto em elementos moveis
como plasmideos e transposons em Escherichia coli e Salmonella sp.”"°.

As bactérias E. coli e Salmonella spp. sdo agentes patogénicos de alta relevancia em
satide animal e publica. Podem produzir perdas economicas vultuosas dentro dos sistemas de
producdo animal tanto por morbidade acentuada quanto pela mortalidade de animais. As
doengas que podem causar nos animais podem ser desencadeadas por varios fatores incluindo
caracteristicas dos animais acometidos, ma nutri¢do, manejo inadequado e patogenicidade
especifica da bactéria®.

Diversos estudos em dreas endémicas a javalis suscitam a necessidade de avaliacdo de
patégenos presentes nestes animais. No Brasil, esta espécie representa uma ameaga como
fauna invasora e estd presente em varios Estados da Unido causando grandes prejuizos na
agropecudria. Objetivou-se com o presente estudo o isolamento, a identificagdo e a andlise de
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, assim como a detec¢do de genes de viruléncia e
resisténcia em E. coli e Salmonella, provenientes de javalis em criatérios comerciais no

Estado de Goiés.

Material e Métodos

Local: As andlises bacteriologicas foram conduzidas e realizadas nos Laboratdrios de
Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).
Amostras: As coletas foram realizadas nos dois criatérios comerciais existentes no Estado de
Goids, habilitados pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis) para criacdo e venda Sus scrofa scrofa Toda a conduta experimental
com os animais in vivo foi realizada com Autorizagdo para atividade cientificas fornecida pelo
IBAMA (Anexo A) e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG
(CEUA-UFG)(Anexo B).

Foram coletados 100 suabes retais no total. As coletas foram realizadas de forma

aleatoria em machos e fémeas de diferentes faixas etarias. Todos os animais deste
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experimento apresentavam-se higidos. Com auxilio de técnicas de contencdo fisica dos
animais, procedeu-se a coleta de suabes retais que foram alocados em tubos contendo 10 mL
de dgua peptonada a 1%, e mantidos sob refrigeracdo até o momento da realiza¢do de técnicas
de processamento bacteriologico''. Os suabes retais foram realizados de forma aleatoria
abrangendo machos e fémeas de diferentes faixas etarias.
Pesquisa de E. Coli e teste de hemdlise: As amostras de suabe retal em dgua peptonada a 1%
foram incubadas ‘a 37° C por 18-24 horas, sendo posteriormente fracionadas em
aproximadamente 1mL, inoculadas em caldo de Brain heart infusion (BHI) e incubadas a 37°
C/ 18-24Hs, e posteriormente plaqueadas em agar MacConkey'.

Foram selecionadas trés a cinco Unidades Formadoras de Coldonias (UFC) e repicadas
em tubos contendo agar Triplice Agucar Ferro (TSI), incubadas a 37°C, durante 24 horas. A
identificacdo de Escherichia coli por testes bioquimicos fenotipicos, caracterizou-se por testes
de motilidade, producao de indol, hidrélise de urease, H,S, malonato, reagdo vermelho metila
e reagdo no citrato de Simmons. Além desses testes, os isolados foram submetidos ao teste de
hemolise, realizado em dgar BHI contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado. Apos
semeadas, as placas foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs para avaliagdo de presenca ou
auséncia de hemolise' .
Isolamento e identificacdo de Salmonella: As amostras de suabe retal em 4dgua peptonada a
1% foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs, sendo posteriormente transferidos 1 mL dessa solugdo
para 9 mL de caldo Selenito Cistina ¢ 1 mL para 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis,
incubados a 37° C/ 18-24Hs. Em seguida, com auxilio de uma alc¢a de niquel-cromo, aliquotas
dos caldos supracitados foram plaqueadas por esgotamento em estrias, em duplicata para
meios seletivos: Agar Verde Brilhante ¢ Hektoen, novamente incubado a 37° C/ 18-24Hs.
Onde trés a cinco unidades formadoras de colonia com caracteristicas morfoldgicas de
Salmonella foram repicadas em Agar Triplice Agtcar Ferro (TSI), incubados & 37° C/ 18-
24Hs. Os tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram submetidos aos
seguintes testes: teste uréase, producdo indol, vermelho metila, motilidade, lisina
descarboxilase, teste de malonato e citrato de Simmons'”.
Teste de suscetibilidade a antimicrobianos: O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi
realizado pela técnica de disco-difusdo usando o meio de Muller-Hinton"”.

Para E. coli e Salmonella foram utilizados os seguintes antimicrobianos: doxiciclina
(30mcg), cloranfenicol (30mcg), tetraciclina (30mcg), neomicina (30mcg), ceftriaxona
(30mcg), ampicilina (10mcg), amoxicilina(3mcg), sulfonamida (300mcg), sulfazotrim

(25mcg).
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As placas contendo dgar Muller-Hinton e semeadas com a suspensdo bacteriana e com
discos de antimicrobianos foram incubadas a 37° C/ 18-24Hs. A leitura e interpretacdo dos
didmetros dos halos foram efetuadas segundo as diretrizes de CLSI "°.
indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRA): O IRA foi calculado pela razio
entre o nimero de classes de antimicrobianos contra as quais cada isolado ¢ resistente e o
numero total de classes testadas (7 classes). Indices acima de 0,2 foram considerados como
multirresistentes'”.

Os perfis de multirresisténcia dos isolados diante dos diferentes antimicrobianos foram

também avaliados. Os isolados que apresentaram resisténcia, simultanea, a mais de trés
antimicrobianos de diferentes grupamentos eram considerados multirresistentes'”.
Determinacio de sorotipos de Salmonella: O isolado de Salmonella foi submetido ao teste
sorologico com soro polivalente anti-O. Apds a confirmagao foi enviado a Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) para tipificagao.
Extracao de DNA: Para extragdo de DNA de E. coli, isolado de E. coli foi inoculado em 4
mL de BHI e incubagdo a 37° C/ 18-24Hs, 1 mL foi transferido para. Apos estes periodo, 1
mL foi transferido tubo de polipropileno livre de DNA e RNA, submetidos a rotacdo de
13200 rpm por X minutos, descartado o sobrenadante, adicionada 800 pL. de dgua milique,
agitados por 10 segundos em vortex, submetidos a rotagdo de 13200 rpm por X minutos e
descartado o sobrenadante novamente, adicionada 80 pL de &gua milique e os tubos
submetidos a temperatura de 96°C por 10 minutos. Ao final, coletou-se o sobrenadante e o
armazenou tubo de polipropileno livre de DNA e RNA & -20°C'*".

Para a extragdo de DNA de Salmonella sp., isolado de Salmonella sp. foi inoculado
em 9 mL de caldo Selenito-cistina e incubado a 37° C/ 18-24Hs. Apds este periodo, 400uL
da amostra foi acondicionada em tubo polipropileno livre de DNA e RNA com capacidade
1,5mL. A amostra foi centrifugada a rotagdo de 13200 rpm quatro minutos. O sobrenadante
foi descartado e suspenso em 1mL de TE (100mL Tris/HcL 1m + 20uL de EDTA 0,5m +
9,880uL. H>O) a mistura foi levada ao vortex por dez segundos e centrifugada a rotacdo de
13200 rpm por oito minutos. Apds descarte do sobrenadante, o pellet foi suspenso em 100uL
de TE. A mistura foi levada ao vortex por dez segundos e colocada em placa de aquecimento
a 95°C por 20 minutos, aliquotada e armazenada em tubo de polipropileno livre de DNA ¢
RNA 2 -20°C em freezer para uso posterior '*

PCR e deteccio de genes de viruléncia de Escherichia coli: As amostras de DNA
gendmico , extraidas dos isolados foram submetidas a testes de PCR empregando-se

diferentes pares de oligonucleotideos para a deteccdo especifica dos genes de viruléncia iss
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(Ewers et al., 2005)"°, tsh (Ewers et al., 2005)", papC (Rodriguez-Siek et al., 2005)*° e eae
(Yu et al., 1992)*' (Quadrol). Cada reagdo de PCR foi efetuada baseada no protocolo de
preparacdo do mix de reagentes e programas no termociclador Mastercycler Personal

Eppdendorf®, descritos pelos autores de cada par de Primers.

QUADRO 1 - Primers para detec¢do de genes de viruléncia de E. coli pela técnica de PCR.

Gene alvo | Sequéncia Referéncia
papC 5 TGATATCACGCAGTCAGTAGC-3’ Rodriguez-Siek et al. (2005)%
r 5" CCGGCCATATTCACATAA-3’
iss £5-ATC ACA TAG GAT TCT GCC G-3° Ewers et al. (2005)"
r 5°-CAG CGG AGT ATA GAT GCC A-3’
1sh £5-ACT ATT CTC TGC AGG AAG TC-3’ Ewers et al. (2005)"
r 5°-CTT CCG ATG TTC TGA ACG T-3’
cae £5-AAACAGGTGAAACTGTTGCC-3" Yu et al. (1992)”
r 5°-CTCTGCAGATTAACCTCTGC-3’

Como controles positivos para as reagdes da PCR, foram utilizadas amostras de DNA
gendmico de referéncia para E. coli cedida pela professora Dr" Terezinha Knobl, da
Universidade de Sao Paulo.

PCR em tempo real para detec¢io de genes de viruléncia e resisténcia em Salmonella: Os
ensaios de PCR em tempo real para detec¢do dos oito genes spvC, intll, sull, blargy, rfbJ,
prot6oE, gnr4 e gnrB de Salmonella sp. (Quadro 2) foram realizados de acordo com Bugarel et
al. '°, Munoz et al. %, Malorny et al. 5o Dheilly et al.**. As amostras foram submetidas ao
ensaio de presenca e auséncia em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems) nas
condigdes: pré PCR a 60°C por 30 segundos seguida de 95°C por 10 minutos,40 ciclos a 95°C
por 15 segundos (fase de desnaturagdo) e 60°C por 1 minuto e 60°C por 30 segundos para
extensdo. Utilizou-se o sistema TagMan®, tendo sido necessarios alguns ajustes no
equipamento para se adequar aos filtros disponiveis, nos quais BHQ por foi substituido por
TAMRA. Os resultados foram analisados pelo programa StepOne Software v2.1 (Applied

Biosystems, California, EUA), adotando-se o grau de confianga em 95%.



38

QUADRO 2 - Primers usados para detec¢do de genes de viruléncia e resisténcia de
Salmonella pela técnica de PCR em tempo real e referéncias
Gene alvo | Sequéncia Referéncia

spvC f5’- AATGAACTACGAAGTGGGCG-3’ Bugarel et al.'
r5-TCAAACGATAAAACGGTTCCTC-3’

sonda FAM-ATGGTGGCGAAATGCAGAGACAGGC-BHQ

sull f5’-TCCTGACCCTGCGCTCTATC-3’ Bugarel et al.
r 5-TGCGCTGAGTGCATAACCA-3’

sonda ROX-ATTGCTGAGGCGGACTGCAGGC-BHQ

intl f5>-TGGGCAGCAGCGAAGTC-3’ Bugarel et al.'
1 5-TGCGTGGAGACCGAAACC-3’

sonda FAM-AGGCATTTCTGTCCTGGCTGGCG-BHQ

blaTEM f5>-CTGGATCTCAACAGCGG-3’ Bugarel et al.'
1 5’-CAACACGGGATAATACCGC

sonda FAM-AGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCG-BHQ

rfbJ Fw: 5'-GCATTTACCACATCATCTAC-3' Munoz et al. 2
Rv: 5-GCGATTAGAGCATGTATATG-3'

Sonda: FAM-TCTCTTATCTGTTCGCCTGTTGT-BHQ

prot6E Fw: 5’- ATATCGTCGTTGCTGCTTCC -3’ Malorny et al.”
Rv: 5°- CATTGTTCCACCGTCACTTTG -3

Sonda: FAM-AGGCGCTCATCGGTCCTGCTGT-BHQ

qnré Fw: 5’- CTTCCTTGATGGGCTCAGATC -3° Dheilly et al. **
Rv: 5°- CCAGATCGGCAAAGGTTAGG -3’

Sonda: FAM-CAGCCCCGCAGATTGACCTGTTG-BHQ

qnrB Fw: 5" - GTAGCGCATATATCACGAATACC -3’ Dheilly et al. **
Rv: 5" - AGATCTGAACCACTGAACGTC - 3’

Sonda: FAM-ACCTGGGCACCTATCCAACGGTTT-BHQ

Resultados

Ao todo foram obtidos um isolado de Sal/monella e 57 isolados de E. coli dentre 100
amostras coletadas de javalis.

A amostra isolada de Salmonella foi sorotipada como O: 6,8, e nenhum gene de
viruléncia ou de resisténcia aos antimicrobianos foi detectado. O isolado de Salmonella
apresentou suscetibilidade aos antimicrobianos ceftriaxona, doxiciclina, sulfametropim,
resisténcia intermediaria a neomicina, cloranfenicol e tetraciclina, ¢ resisténcia a amoxicilina,
ampicilina, sulfonamida.

Dentre os 57 isolados de E. coli, 56 apresentaram multirresisténcia sendo resistentes a
quatro ou mais antimicrobianos (Tabela 1), e todos os isolados com valores de IRA acima de
0,2. E.coli isoladas apresentaram altas taxas de suscetibilidade a Ceftriaxona (96,83%), com

apenas duas amostras resistentes (3,17%) (Figura 1).
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TABELA 1 - Distribuicdo dos padrdes de resisténcia a nove antimicrobianos testados em isolados de
E. coliem S. scrofa.

Classificacio da resisténcia Numeros Padrées de resisténcia %
Miltipla 4+ 98,2
Dupla 1 1,7
Perfil de Resisténcia Padrdes de Resisténcia Numero de
Cepas
Multipla DOX CLO TET NEO AMP AMO SUL SUT 7
Multipla DOX TET CEF AMP AMO SUL SUT 1
Multipla DOX CLO TET AMP AMO SUL SUT 9
Multipla DOX TET NEO AMP AMO SUL SUT 8
Multipla DOX CLO NEO CEF AMO SUL SUT 1
Multipla DOX TET AMP AMO SUL SUT 20
Multipla DOX TET AMP SUL SUT 3
Multipla DOX CLO TET SUL SUT 1
Multipla DOX TET NEO SUL SUT 1
Multipla CLO TET AMP SUL SUT 2
Multipla DOX TET AMP AMO 1
Multipla DOX TET SUL SUT 1
Dupla DOX TET 1

Legenda: AMO= Amoxicilina; AMP= Ampicilina; CLO=Cloranfenicol; CEF= Ceftriaxona; DOX=
Doxiciclina; NEO= Neomicina; SUL= Sulfonamida; SUT=Sulfazotrim; TET=Tetraciclina.

FIGURA 1 - Resultados de testes de suscetibilidade a antimicrobianos de E. coli
isoladas de S. Scrofa.

120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

dox tet neo | amp | amo | sulf sut cef

0,00%

¥ Resistentes  80,95%92,06%] 7,94% [85,71%87,30%/96,83%93,65%| 3,17%
¥ Intermediario (17,46%, 6,35% (58,73%, 7,94% | 6,35% | 0,00% | 3,17% | 0,00%
Suscetivel 1,56% | 1,56% [33,33%) 6,35% | 6,35% | 3,17% | 1,56% 96,83%

Legenda: AMO= Amoxicilina, AMP= Ampicilina; CLO=Cloranfenicol, CEF= Ceftriaxona; DOX=
Doxiciclina; NEO= Neomicina; SUL= Sulfonamida; SUT=Sulfazotrim; TET=Tetraciclina.
Nao houve p-hemoélise em nenhum isolado de E. coli.
Quanto aos genes de viruléncia: detectou-se sete amostras com os genes papC
(12,28%), quatro com iss (7,01%) e 17 com tsh (29,82%). O gene eae ndo foi identificado em
nenhum isolado de E. coli. Foram observadas dois tipos de associacdo entre genes isolados:

iss e tsh, com duas associacdes e tsh € papC, com trés associagdes (Quadro 3).
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QUADRO 3 - Resultados positivos dos

genes de viruléncia E. coli

isoladas de S.scrofa.
GENE

Amostra iss tsh papc eae
H4 - + +

HS5 - -
H6
H7
H17
HI19 -
H21
H22 -
H23
H24 -
H26 -
H29 -
H48 -
H49 -
H50 -
H54 -
H60 -
H75 -
H76 -
HS81 -
HS83 -
H84 -
HS85 -
G8 +

1
'
+ |+
'

+ |

+

e o R o o S o o e e
+ [+
'

1
+ [+
'

+ [+ [+ |+
'
'

Discussao

Este ¢ o primeiro estudo no Brasil a isolar bactérias Salmonella sp. e E. coli em
javalis, e a caracterizar sua resisténcia a antimicrobianos e detectar a presenga de genes de
viruléncia. A premissa de que os javalis atuam como reservatdrios de patdgenos ja ¢ aceita em
outros locais do mundo, citando que a presenca destes animais de forma descontrolada ¢ um
agravante para a saude animal e publica, inclusive causando prejuizos diretos a agropecudria
como fauna invasora®.

As bactérias E. coli e Salmonella sdao isoladas em diversos animais de forma
simultdnea. Em javalis, este isolamento bacteriano tem ocorrido frequentemente em estudos

7

. y . 26 . 2 y . ,
nos Estados Unidos da América™, Argentina” e em vdrios paises da Europa, sendo que

inclusive ha o registro de surtos de salmonelose e doenga sistémica por E. coli em seres
humanos, associados a presencga destes animais®**>7.

O isolado de Salmonella deste estudo possui formula antigénica 0:6,8, sendo
pertencente ao grupo C2>. Este sorotipo se assemelha geneticamente a Salmonella Hadar,
isolada com frequéncia em aves domésticas e com relatos da sua presenca em suinos
domésticos no Brasil**. Nesses animais o sorotipo mais isolado nos tltimos anos é Salmonella
Typhimurium, em nivel mundial®'®, ¢ estudos recentes com javalis selvagens também

. 30,31
obtiveram o mesmo resultado” .
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A auséncia na detecg@o de genes de viruléncia e resisténcia na PCR em tempo real do
isolado de Salmonella pode ser explicada por possivel generalidade da técnica de extracdo de
DNA da amostra. Os genes de viruléncia spvC e de resisténcia blaTEM sdo plasmidiais' e a
utilizagdo de técnicas que extraem DNA por lise do mesmo, podem diminuir a sensibilidade
de deteccio de genes. Além disso, sabe-se que em cepas isoladas de animais ndo
domesticados ha evidente limitacdo na quantidade de genes de viruléncia e resisténcia, como
observado por Schierack et al.** que compararam a presenca de varios genes entre bactérias
provenientes de suinos domésticos e javalis de vida livre. Evidenciou-se que em animais
submetidos a sistemas de produ¢@o industrializados existem bactérias com maior quantidade
de fatores de viruléncia e resisténcia, decorrente da maior pressdo de selecao natural destes
microrganismos.

O fato de todos os isolados de E. coli e Salmonella apresentarem multipla resisténcia
aos antimicrobianos infere uma situagdo alarmante, pois de forma inesperada, neste estudo, as
taxas de resisténcia aos antimicrobianos foram muito altas (acima de 80% em seis principios
ativos diferentes), sendo comparaveis as observadas em estudos realizados com suinos
domésticos’™”. Contrariamente aos resultados observados no presente estudo, Literack et al.®
e Schierack et al. 2009°® encontraram taxas de resisténcia a antimicrobianos como, Beta
Lactamicos e cefalosporinas, mais baixas em javalis cacados na Europa. Romer et al?,
sugerem que em javalis de vida livre ha menor exposicdo as bactérias contaminantes
ambientais, inclusive aos coliformes presentes nas suas proprias fezes que em seus habitos
naturais de revirar a terra podem se contaminar e recontaminar.

Dois isolados de E. coli foram resistentes a ceftriaxona, sendo portanto o
antimicrobiano que apresentou melhor resultado nos testes de antibiograma. Relatos de
resisténcia a ceftriaxona sdo preocupantes do ponto de vista de saude publica, pois
provavelmente os isolados resistentes a esta droga apresentardo multirresisténcia a outros
antimicrobianos®”*.

Os javalis comerciais sdo criados de forma extensiva e com utilizagdo limitada de
antimicrobianos, possuem uma dieta mais variada e manejo menos frequente dos animais.
Sugere-se que os resultados de altas taxas de resisténcia se devem pela contaminacao

41-44
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ambienta ou mesmo de alimentos por bactérias que podem transferir tanto caracteristicas

de viruléncia quanto as de resisténcia aos antimicrobianos®>*.
A auséncia de hemolisina ¢ esperada em E. coli comensais, pois de acordo Wassenaar
46 ~ . . - , .
e Gunzer © a producdo desta toxina por cepas comensais ndo ¢ comum nos isolados de

animais higidos. A atividade hemolitica ¢ comum em casos de E. coli patogénicas, muito
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associada a linhagens uropatogénica especificamente, mas ndo sendo este o fator
determinante e isolado desta caracteristica nem mesmo inferindo que a auséncia de
hemolisina implique em auséncia de patogenicidade’.

Nos isolados de E. coli, o gene de viruléncia zsh foi o mais detectado, seguido de papC
e iss, respectivamente. Tanto em suinos domésticos quanto em javalis®* sdo encontrados esses
genes em frequéncias que se assemelham as encontradas no presente estudo. A combinagdo
de genes de viruléncia ¢ um achado que pode influir diretamente na patogenicidade da
bactéria®’, e a associagdo entre os genes papC e tsh é muitas vezes considerada patogénica®® e
encontrada rotineiramente em linhagens de E.coli diarreiogénicas™.

A presenga de genes de viruléncia de forma isolada ¢ um achado de grande
importancia nos estudos sobre patogenicidade e monitoramento de bactérias e doengas,
entretanto a afirmacdo sobre o potencial patogénico deve ser utilizada com cautela e testes
laboratoriais confirmatérios em conjunto’’. De acordo com Wassennar & Gunzser *°, a
presenga de genes de viruléncia apenas ¢ funcional quando presente em um completo locus
genético. Os mesmos autores afirmam que E. coli comensais com a presenga de varios genes
de viruléncia podem estar presentes na microbiota intestinal mas sem causar quaisquer
maleficios.

A deteccdo de patogenos de importancia em satde publica em javalis denota a
seriedade em atividades de monitoramento sanitdrio e muitas vezes ambiental. Muitos
trabalhos revelam a presenca de Salmonella e E. coli em javalis, portanto levantando
hipoteses de estes animais atuarem como potenciais fontes de infec¢do para outros animais e

principalmente, para seres humanos.

Conclusoes

*  Salmonella sp. ¢ uma bactéria isolada em baixa frequéncia em amostras fecais de
javalis higidos provenientes de criatorios comerciais em Goids;

* FE. coli ¢ isolada com frequéncia elevada em amostras fecais de javalis higidos
provenientes de criatorios comerciais em Goids;

e Javalis sdo potencialmente reservatdrios de E. coli patogé€nicas e resistentes a
antimicrobianos de uso em humanos, fato este que enaltece seu aspecto de importancia

em saude publica.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A diversidade de animais no Brasil é uma caracteristica elementar que deve ser
preservada para geragdes futuras. A utilizacdo da fauna de forma comercial e racional traz
beneficios economicos em ambito regional e mantém as populagdes silvestres sob seguranca
da extingd@o. O conhecimento sobre os agentes patogénicos presentes nos animais auxilia na
prevencao de doengas nos animais e seres humanos mitigando prejuizos a satde publica.

Com o objetivo de aprimorar os conhecimentos a respeito de microrganismos e
doengas que acometem os animais, varias pesquisas sdo elaboradas como mecanismos de
vigilancia e monitoramento de doencas que tém alta possibilidade de desencadear surtos
locais ou ainda, se disseminar de forma desenfreada.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que ha um grande problema de
contaminagdo ambiental e consequentemente troca de genes de resisténcia e de viruléncia
entre bactérias. O risco de surgimento de novos patdgenos se associa ao contato recorrente de
microrganismos comensais com outros patogénicos, com inumeras possibilidades que
ocorrem ao acaso aparentemente.

A presenca de cepas de Salmonella e E. coli multirresistentes aos antimicrobianos
comuns ¢ uma realidade preocupante para a saiude publica e animal. Sabe-se que o uso
intensivo de antimicrobianos de maneira indiscriminada e profildtica ¢ um fator de grande
relevancia na sele¢do natural de bactérias mais resistentes. Conhecer 0s mecanismos,
propriedades e estruturas bacterianas que tém importincia na viruléncia de Salmonella,
compdem pontos necessdrios no entendimento do comportamento da bactéria em seus
hospedeiros.

O aprofundamento do conhecimento sobre os fatores de viruléncia e os genes
ligados a resisténcia antimicrobiana, sdo essenciais para predi¢do e prevengdo de problemas
futuros relacionados a microrganismo patogénicos e multirresistentes, bem como cria¢do de
técnicas e ferramentas acuradas para atuar no diagndstico e controle de doengas. Novos
estudos que elucidem o papel dos Suiformes como possiveis reservatorios e disseminadores
de E. coli e Salmonella poderdo revelar questdes importantes no entendimento de patdogenos

nos animais.



ANEXOS

ANEXO A - AUTORIZACOES PARA PESQUISA CIENTIFICA COM
ANIMAIS SILVESTRES E EXOTICOS

Minisiéeo do Meio Amberte - MMA
Instiuto Chico Mendes de Corservaglio da Bodversdace - ICMBo
Soterrmt de A 2agio @ Inieragho om Biodhvers dade - 25810

Autorizagao para atividades com finalldade clentifica

Nomerc: 505521 | Duta da Emissbo: 23112015 03-39 | Data para Revalidaglo®: 221122016
* Du #zoedy com © at 38 ca N GIQ014, asts suforizacho e 2rass de valdnde apunments 40 orevals no Corogars de aivetacies SO Sromi,
mmwmo-mmnmnwmwm«mawmowmmsmwm«umou:
L4 CO cda cals SO mry Ao de win |

Dados do titular

Noeme: Ade e Mavoces Fars En 208 278.29140 ]
Thuo do Prasa ESCHERHA COLIE SALMONELLA 899, £V SUIFORNES NAD DONMESTICADOS EM CRIAGOES COMERACIAS DO ESTADO
OF GOAS '
Nrre @& |-sttugio | UNIVEASIOADE FEDERAL OE GOAS Jenes 0 ser snecore |

I o N i et L LA Wt 40 i A ) 2
Cbservagées e ressalvas

Az a3vCACEs S8 CET 0 CONTCES SO DAISGA AL 06 AFIOCE GETENONMA, ST TEC O IMFESAG JACOrE, Sof MG O CIDCETNIS S8 MICIICE U ¢
t | materan. enda por s cowtr dacce mmm-m ag-mnn:.n-nuomm g—-om

mamnmwm“u&.mm”-ﬂ“nmo -nn—mr,h,mamrcwnm 23
nm-»wm lﬂn«l(ﬁ 2 00 propr i), e el ©, Dmaen) tu " el 3 eon Serde) Son bedes So sedelie Se corsenecho

»

S
b
—
4
—
5|90 prg0 Tamirdewin 0 St miae . ovareio & YOO o0 Sre) S vieaied § Ou oS gUEOs. @ ev el eaiieg) G0 0ol Ou Caphre Gue e ComoraTeie 4 walbbdete
1% 1o oo mawra: 34 S8 ICRNCA DT OT 0, AR OIS OF S8 a3 8QU0e GLANS3 23 GeTs, 3. 3. 2
L] ro&w'—ulm-vbwh'!-cv‘.\w muuow-mmwu e h elave deond) rotvede Ter 8 elir 2egho O Rowge
e ~ c "' - e S c ‘
T mmommummx“ Nres ¥ 23 i © QIrecD, Sara “rs o8 peajana certica
'y ves 74 ~an
'._' M SEC O DOSOUS wT v 3 £ :mmlm:l.fzalﬁ-bm
_A:rATAS-s- = 238 SOWCIL 4 28 L83 I3 rraewisa 33 acade

Eete doosmentD (ALDATIZE0 Pa 22 vidacios com BNaREace CHnt¥ica) ol ge2adido GOT Base M natruglo Normatva 0 ORZ0t4 Amavis do codgo
G0 auterticaclo atuas, GuESLe’ CERdlo podert verficht @ Buteciciiacis 0. regilartieds Sexlls docureni, Sor rmes  phore do Sabef OB s
rEOmT [Wwa JomBio Qo Do)

codlgoceauerncassorssrszass I ""‘"'

47



48

Ministro do Meio Ambene - MMA
Instiuto Chico Mendes de Corservaglio da Bodversdace - ICMB0
Shterra de Ao 2agio o Iiceraghc om Blodhversdade - SIS810

Autorizagao para atividades com finalldade clentifica

Namerc: 505521 | Data da Emissbo: 231172015 03:29 | Data para Revalidagdo”: 221212016
* Dw accedy com © et 38 ca N GIQ014, ests suforizaclo ten 2raso de vildite apsnvments 40 revslc ro Corogears de aivetackes 2O Sopn,
MMWWMJ'QMRMCWmwn:ﬂoaomowmowmﬂosmﬂcmuﬁ!)on:
L cO~%r da cals SO wy dnc de sun =

Dadaos do titular

Notme: Acs aru Magous Fars EPF. 208 278.291-40 ]
Thuo do Praus ESCHERHA COLI E SALVMONELLA 899, £y SUIFORNES NAD DONMESTICADOS EM CRIAGOES COMERACIAS DO ESTADO
OF GOAS '
Notme 2 Isttugio | UNIVERSIOADE FEDERAL OE GOAS Jenes: 0 ser smrecor |

Dasino do materal bickgico coletaco

: .
L e L L DS

"
= N

Eote doosmentd (AOATICE0 Pa'a 32 vidacios com INaiaace Chntiical ol geIodicdo GO Dase o netnuglo Normatha 0" ORZ0TE Amavds do codgo
de auder 3o atmso, ccutds & wverfion® @ Sstectcviac Ou reguantieds Sexlls docurrenin, Sor e i phgre co St/ CVER: ~a
TEOmYT (W JTmE0 Q0w DI

R 1]

| Piagina 254 |




49

Ministiro do Meio Ambare - MMVA
Instiuto Chico Mendes de Corservaglio da Bodversdace - ICMBo
Shturrs de Ao 2agio o Iriceragho om Blodhvers dude - 2S210

Autorizagao para atividades com finalldade clentifica

Nomerc: 505521 | Data da Emissbo: 231172015 03:39 | Data para Revalidago”: 2211212016
* Du #zcedy com © & 38 ca N CIQ014, asts sufcrizaclo larn prass de valdade agunvments 40 Drev sl no corogaars de avetaches SO Somi
mmwm&a'umnwmawmwmmwmaymowmmsmﬂcm«unu:
L CO~3r da Cals JO my dnc de wun

Dados do titular

Y T —— fore:con e mrs0 |
Thuo do Prawa ESCHERHA COLI E SALMONELLA S99, £y SUIFORNES NAD DONESTICADOS EM CRIAGOES COMEACIAS DO ESTADO
OF GOAS '
Nere @& I=sttugio | UNIVEASIOADE FEDERAL OE GOAS Jenes 0137 oo |

Registro de coleta imprevista de material biolégico

Do acrgo com & Insyugho Nomatva n® 032014, 4 cokta imprevsia de materal Dodgeo ou de Subsiralo nﬁo.
COMEMDIACo Na ALICAZACA0 U NA IOENGa perManante CAvera SOf anctada Na MesMa, M Campo espaciico, por
ocasiio da coleta, uwmmmramwmntﬂwmmmwmmm.Omm'
mMaarial DOIGGICO OU B0 SUDSIAID Giverd Sar ACOMPArhado da AUICCZAGA0 Ou (8 ICRPCa permanenne com 3 evida
anotagho. O materad bickdgico coletado de forma imprevissa, uwerésuminmme.m:
preferancalmenta, am colacio bicldgica centifica regsirada no Cadasyo Nacional de Coegles Biobgcas (CCBIO)

Tion* |Ge TIpo 08 amoen = | ) |

Ente doosmentD (ALOATIZE0 pa 22 vidazios com BNalaade chant eyl ol geIadico oM Base M netngdo Normatha 0 CR20t 4 Aavis do codgo
G0 auterticaclo abuas, GuESLe’ CeRdlo sodert veriich® @ BsteciSiiacs 0. regUatteds el docurreni, SOr s Ck o do Sate CVE s
ot [wwa JomBio gov Drlsisho)

codlgodeauentcagao:ssrzass || T




Minmstro do Meio Ambene - MMA
Instiuto Chico Mendes de Conservaglio da Bodversdace - ICMBo
Shterra de Ao 2agio o Iioeraghc om Blodhversdade - 5810

Autorizagao para atividades com finalldade clentifica
Namerc: 505521 | Data da Emissbo: 231172015 03-39 | Data para Revalidagio”: 2211212016

* Du azceky com © 1 38 ca N 03014, asts suforizacdo e prass de valdide apunments 40 orevals no corogaars de aivatacies S0 Sropi

mmwma-nmwmawmwm«mawmowmmsmwmooun“:
L COS* e Cals SO rvvendne de sus

Dadaos do titular
Noeme: Acara Masooes Fars E:ﬁ. 208 278.29140 ]

Thuo & Prosis ESCHERHA COLIE SALMCAELLA S5 £V SUIFORNES RAD OONESTICADOS ENM CRIADCES COMEACIAS DO ESTADO
DE GOAS

Nare de Iesttugio - UNIVEASIOADE FEDERAL OE GOAS [cv;. 07567 E010C0T 43 ]

* ide=242ar ¢ eapdaiTi nO ~heel SocedTeco posalvel

Eete doosmentD (AUOTIZE0 P73 3¢ vidazos com Bnalaace chant el ol geadico oM Base N netruglo Normathva n” CRZ0t 4 Aavds do codgo

e auterticaclo atuas, ccuihs k verfions a Sstectciisch Ou reguattieds Sexlls docurmeni, Sor o Sk phgru do Sabte CVER:
reomat (www Jombio gov Drieishio)

codlgoseauerncasserserszess I T

50



MINISTERIO DA EDUCACAO “‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ e
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiama, 14 de dezembro de 2015.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 102/15

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa

11 - Identificac@o:

O Titulo do projeto: Escherichia coli ¢ Salmonella spp em suiformes nio domesticados em criagies

comerciais do estado de Gouds.

0 Pesquisador Responsidvel/ Unidade: Adriana Marques Faria

O Pesquisadores Participantes: Guido Fontgalland Coelho Linhares; Maria Auxihadora de Andrade;
Moema Pacheco Chediak Matos

0 Unidade onde serd realizado: Criatorios comerciais em Hidrolandia, Guapd, [taberai, Corumbaiba ¢

Jatai

O Data de apresentagio a CEUA: 04/12/2015

111 - Objetivos ¢ justificativa do projeto:

Investigar a ocorréncia de Escherichia coli ¢ Salmonella ssp. em amostras de javalis, catetos ¢ gueixadas
oriundos de criatorios comerciais localizados no Estado de Goms. Almeja-se amnda, de identificar os
sorotipos prevalentes, a suscetibilidade a agentes antimicroblanos ¢ identificar os genes de viruléncia
presentes nas amostras obtidas.

IV - Sumirio do projeto:
O Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos ¢ necessidade do nidmero de animais:
Nao existem.
O  Descrigiio do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):
Javali - Sus scrofa 75 machos ¢ 75 fémeas (150)
Queixada - Tayassu pecari 60 machos ¢ 60 fémeas (120)
Cateto - Pecari tajacu 15 machos ¢ 15 femeas (30)
O Espécie e nimero total de animais utilizados:
300 animais familia Suidae
O Descrigio das instalagbes utilizadas ¢ nimero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentagdo/hidratagio:
Baias de madeira, piquetes, pastagens ¢ baias de alvenaria, com nimero de animais/ambiente varavel
de 1 a 40. Dependente das condigdes do criatdrio comercial no gual se encontra os animais.
O Utilizagdo de agente infeccioso/gravidade da infecgiio a ser observada e andlise dos riscos aos
pesquisadores/alunos:
Nao se aplica.
O Adequagio da metodologia e consideragoes sobre o sofrimento imposto aos animais:
Metodologia adeguada. Animais serdo mantidos em mancj zootécnico ¢ coleta de dados ndo prejudica os
animais. Coleta de fezes e suabe retal feito por equipe tremada.
Comissio de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Rentorsa de Pesquiss ¢ Inovagdo/ PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio ds Retone, Piso 1, Campus Ssmambazs (Campus 1) -
CEP:74001-970, Goainis - Gonds, Fome: (55-62) 3521-1876.
Email: ceus.ufgi@gmanl.com
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O Método de eutandsia: nio se aplica. Amimais permanecerio no criatério.
O Destino do animal: Permanecerio no criatorno, seguindo processo de produgio comercial.

V — Comentirios do relator frente is orientagoes da CEUA:

O Quanto a documentos:

Documentagio Completa (Ficha de protocolo assinada, termo de responsabilidade assinado por todos,
certiddo de ata; termo de consentimento criatérios de Itaberai, Goiamia, Guap6, Hidrolandia ¢ Corumbaiba |,
autorizagio SISBIO e CD com os documentos escancados ¢ projeto de pesquisa)

O Quanto aos cuidados ¢ manejo dos animais ¢ riscos aos pesquisadores:

O principal risco existente envolve o manejo dos animais, que exige um profissional habilitado para sua
contengdo. O contato prolongado com animais ¢ secregdes pode representar um risco principalmente pelo
fato da doenga em questio ser de cardter zoonotico, entretanto esse risco serd minimizado com a utilizagio
de equipamentos de protegdo individual ¢ a utilizagdo de uma eguipe treinada para contengdo e coleta de
materiais.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagdo apresentada a CEUA, consideramos o projyto APROVADO. Reiteramos a

importancia deste Parecer Consubstanciado, ¢ lembramos que o{a) pesguisador(a) responsavel devera
encaminhar @ CEUA-PRPI-UFG o Relatorio Final bascado na conclusdo do estudo ¢ na incidéncia de
publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, ¢ Resolugdo
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controk de Experimentagdo Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatorio ¢ de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, prevista para conclusio
em abril de 2017.

VI - Data da reunido: 14/12/2015

Dra. Renata Mazaro e Costa
Coordenadora da CEUA/PRPLUFG

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Ratora de Pesquise ¢ Inovagdo PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio éa Rentora, Piso 1, Campus Semsmbasa (Camnpus 1) -
CEP:74001-970, Gosiinis — Gonis, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceus.ufg@gmanl com



