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LEAL NETO, Antenor Ferreira. Ocorréncia de Escherichia coli em sashimi e perfil
antimicrobiano dos isolados. 61 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2017.

RESUMO

O sashimi é um produto oriundo da culinéria japonesa, elaborado com pescado cru,
geralmente, salmao e atum. Esse produto, muito popular no Brasil e em varios outros
paises do mundo, pode representar importante fonte de contaminagéo bacteriana para
0 homem devido as etapas envolvidas no preparo do peixe cru, seu armazenamento e
distribuicdo. Entretanto, dados sobre a ocorréncia de patdgenos nesse produto sdo
escassos na literatura. Esse estudo teve como objetivo investigar a presenca de cepas
diarreiogénicas de Escherichia coli em sashimi comercializados em restaurantes de
Salvador, BA, Brasil, e avaliar a susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos.
Foram analisadas 127 amostras de sashimi crus, no periodo de junho a outubro de
2016, oriundas de 16 restaurantes da culinaria japonesa. As amostras foram inoculadas
em caldo EC e aquelas positivas para a producdo de gas foram estriadas na superficie
do &gar EMB de Levine. Colénias tipicas do microrganismo foram confirmadas
através das provas bioquimicas do IMViC. Para verificar a presenca de cepas
diarreiogénicas EPEC, EIEC e EHEC, os isolados foram submetidos ao teste de
aglutinacdo em lamina. Em adicdo, os isolados identificados como E. coli foram
submetidos ao teste de susceptibilidade a 14 antibioticos através da técnica de disco-
difusdo. E. coli foi detectada em 14,7% das amostras de sashimi, sendo que 19% em
amostras de sashimi preparadas com atum e 11% naquelas preparadas com salmao. As
cepas EPEC, EIEC e EHEC néo foram identificadas, pois nenhum isolado demonstrou
resultado positivo para aglutinacdo nos testes soroldgicos. Quanto a susceptibilidade
dos isolados aos antimicrobianos, 66,6% e 62,5% foram resistentes a ampicilina e
estreptomicina, respectivamente. Verificou-se que 29,16% dos isolados apresentaram
Resisténcia Mdaltipla a Antimicrobianos (RMA), indice superior a 20%,
caracterizando-se como cepas multirresistentes. Quanto a producdo de p-lactamases
de espectro estendido (ESBL), verificou-se que 12% dos isolados apresentaram a
enzima. A presenca de isolados multirresistentes e producdo de ESBL por alguns deles
nas amostras analisadas é um dado preocupante, indicando a necessidade de monitorar
e intensificar o controle do uso de antimicrobianos na terapia veterinaria e humana.

Palavras-chave: Culinaria japonesa, cepas diarreiogénicas, peixe, multirresisténcia



LEAL NETO, Antenor. Occurrence of Escherichia coli in sashimi and antimicrobial
profiles of the isolates. 61 f. Dissertation (Master degree) - Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2017.

ABSTRACT

Sashimi is a product of Japanese culinary usually made from raw salmon and tuna fish.
This product, very popular in Brazil and several other countries of the world may
represent important source of bacterial contamination for humans due to the steps
involved in the preparation of raw fish, their storage and distribution. However, data
about the occurrence of pathogens in this product are rare in the literature. The aim of
the present study was to investigate the presence of diarrheagenic strains of
Escherichia coli in sashimi commercialized in restaurants in Salvador, BA, Brazil, and
to evaluate the susceptibility of the isolates to antimicrobials. A total of 127 sashimi
samples from 16 Japanese culinary restaurants were analyzed. The samples were
inoculated in EC broth and those positive for gas production were striated on the
surface of the Levine EMB agar. Typical colonies of the microorganism were
confirmed through the biochemical tests of IMVIC. In order to verify the presence of
EPEC, EIEC and EHEC diarrheagenic strains, the isolates were submitted to the serum
agglutination test. In addition, the isolates identified as E. coli were submitted to
antimicrobial test to 14 antibiotics by disc diffusion technique. E. coli was detected in
14.7% of sashimi samples, 19% in sashimi samples prepared with tuna and 11% in
those prepared with salmon. EPEC, EHEC and EIEC strains were not identified
because no isolates were positive for agglutination in the serologic tests. Regarding
the susceptibility of isolates to antimicrobials, 66.6% and 62.5% were resistant to
ampicillin and streptomycin, respectively. It was verified that 29.16% of the isolates
presented Multiple Resistance to Antimicrobials (MRA), index higher than 20%,
characterizing them as multiresistant strains. Regarding the production of beta-
lactamases extended spectrum (ESBL) enzyme, it is verified that 12% of the isolates
were positive. The presence of multiresistant strains and the production of ESBL for
bacteria in the samples analyzed is a concern, indicating the need to monitor and
intensify the control of the use of antimicrobials in veterinary’s and human’s therapy.

Keywords: Japanese culinary, diarrheagenic strains, fish, multiresistant
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1. INTRODUCAO GERAL

Em diversas regides do mundo, a carne de peixe contribui para uma alimentacéo
saudavel, visto que é considerada uma excelente fonte de proteina animal, além de
possuir outros nutrientes essenciais. 1sso é relevante principalmente em paises em
desenvolvimento, onde a populacdo consome esse produto como principal fonte de
proteina (FAO, 2006). Alguns especialistas relatam que a ingestdo de peixes, ditos
gordos, € uma fonte importante de 6mega-3, acidos graxos e nutrientes essenciais,
como a vitamina D, na dieta (LEE et al., 2009; TURUNEN et al., 2011; OKEN et al.,
2012).

De acordo com levantamento do Ministério da Aquicultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2017), os brasileiros consomem em torno de 14,4
Kg de pescado per capita/ano, niUmero que estd acima da média mundial divulgada
pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), 12 kg. Associadas ao grande consumo de
pescado por parte dos brasileiros estdo a ascensdo e popularizacdo da culinaria
japonesa em restaurantes, em especial o consumo do sushi e sashimi, fato que pode ter

contribuido para 0 aumento no consumo per capita/ano de pescado em todo o pais.

O sashimi € um produto oriundo da culinaria japonesa, elaborado com pescado
cru, geralmente salméo e atum (HKSAR, 2000; CARROL, 2009; MUSCOLINO,
2014). Esse produto, muito popular no Brasil e em varios outros paises do mundo,
pode representar importante fonte de contaminacdo bacteriana para o homem devido
as etapas envolvidas no preparo do peixe cru, seu armazenamento e distribuicao.
Entretanto, dados sobre a ocorréncia de patdgenos nesse produto sdo escassos na
literatura (CORREIA e RONCADA, 2002; SANTOS; VIEIRA, 2013; MUSCOLINO,
2014).

De acordo com Amson et al. (2006), microrganismos presentes no organismo
dos animais, podem ser encontrados apds o abate na carne crua e ainda causar
contaminag&o cruzada em outros produtos. Além disso, diversos microrganismos com
potencial patogénico podem ser veiculados por meio de alimentos, e a presenca desses
patogenos esta ligada intimamente a muitos fatores como a contaminacgdo do habitat

onde os peixes foram pescados ou criados, contaminagdo do ambiente de producéo,



falta de higiene na manipulacdo, processamento, armazenamento e venda desses
produtos (SOARES e GONCALVES, 2012).

Como um dos patégenos mais envolvido em surtos de toxinfecgédo alimentar, a
Escherichia coli pode ser facilmente disseminada em diferentes ecossistemas através
da cadeia alimenticia e &gua. A bactéria tem demonstrado trocar o seu material
genético com outras espécies de bactérias, podendo transferir genes de resisténcia a
antimicrobianos a bactérias transitorias patogénicas que causam doencas em humanos
(RYU etal., 2012a).

A contaminacéo de alimentos prontos para o consumo por E. coli pode ter como
origem o uso de matéria-prima contaminada ou condicdes insatisfatorias de higiene do
ambiente de preparo dos alimentos. Além disso, durante o preparo pode ocorrer a
contaminacgéo cruzada, permitindo a proliferacdo bacteriana no alimento (JIANG et
al., 2014).

A elevada prevaléncia de resisténcia dos microrganismos patogénicos a
antimicrobianos verificada atualmente em alguns estudos, possivelmente esta
relacionada ao uso indiscriminado e cada vez mais elevado de antimicrobianos com
finalidade profilatica e/ou promotora de crescimento na medicina veterinaria e no
tratamento de doencas na medicina humana (SOUFI et al., 2011; JIANG et al., 2014).

Poucos dados tém sido relatados sobre a caracterizacdo da resisténcia aos
antimicrobianos de E. coli isolada de alimentos marinhos, embora existam muitos
estudos sobre esta resisténcia em cepas de E. coli provenientes de outros alimentos de
origem animal e cepas de origem humana (RYU et al., 2012a; RYU et al., 2012b).

Geralmente as infec¢des por E. coli sdo tratadas com cefalosporinas de amplo
espectro, especialmente as cefalosporinas de 3?2 e 42 geracOes (LIEBANA et al., 2013).
Entretanto, o aparecimento de cepas resistentes as cefalosporinas causada
principalmente pela produgdo de B- lactamases, torna dificil tratar as infecgbes em
humanos com esses antimicrobianos, o que vem aumentando o uso nos Gltimos anos
dos carbapenens (D’ANDREA et al., 2013).

E importante considerar que a aquicultura ainda é a melhor maneira para
aumentar a producéo de pescado e para suprir as necessidades oriundas do crescimento

da populagéo (FAO, 2009). Como resultado das condicdes de estresse e tambem das



condicgdes higiénicas inadequadas em instalagdes aquicolas, o risco de infecgdes
bacterianas entre os peixes desse tipo de cultivo é alta. Portanto, altas quantidades de
antimicrobianos sdo usadas na alimentacdo de peixes para fins de prevencdo, bem
como uso profilatico em instalacdes aquicolas no mundo (SAPKOTA et al., 2008). O
uso de grandes quantidades de antimicrobianos na aquicultura tem resultado no

aumento de microrganismos resistentes a esses agentes.

Esse estudo teve como objetivo investigar a presenca de cepas diarreiogénicas
de E. coli em sashimi comercializados em restaurantes da culinaria japonesa em

Salvador, Bahia, e a resisténcia das cepas isoladas a antimicrobianos.

O estudo se encontra dividido em dois capitulos. O primeiro apresenta a
revisao de literatura com abordagem dos temas relacionados a ocorréncia de E. coli
em sashimi e outros produtos de origem animal e o uso de antimicrobianos para
tratamento da doenca em humanos. O segundo capitulo, em forma de artigo, apresenta
a metodologia utilizada, os resultados da pesquisa, as discussdes em torno do tema e
as conclusdes do estudo realizado. Obedecem ao disposto na Associacao Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT) para redacdo de Dissertacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar a presenca de cepas diarreiogénicas de Escherichia coli em
amostras de sashimi comercializados em restaurantes de Salvador, BA, e

determinar o perfil de resisténcia dos isolados a antimicrobianos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar a presenca de cepas diarreiogénicas de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) e

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) em sashimi;

Avaliar a resisténcia/susceptibilidade das cepas diarreiogénicas isoladas do

alimento aos principais antimicrobianos utilizados na rotina terapéutica;

Verificar a producdo de pB-lactamases de espectro estendido (ESBL) pelos

isolados da bactéria;

Verificar a ocorréncia de associacao entre a presenca de Escherichia coli e

o tipo de peixe usado na preparacdo do sashimi.
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CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

1. Pescado e alimentacéo

1.1. Cenario da producéo de pescado

Em 2014 a producdo mundial oriunda das atividades de pesca e aquicultura
atingiu cerca de 168 milhdes de toneladas (Tabela 1), de acordo com relatério da
Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO). Cerca de
94 milhdes de toneladas corresponderam a pesca e captura, sendo 81,5 milhdes de
toneladas provenientes de aguas oceénicas e 11,9 milhdes de toneladas de aguas
territoriais (FAO, 2016).

Tabela 1 — Producdo mundial da pesca e aquicultura entre 2009 e 2014.
2009 2010 2011 2012 2013 2014

(Milh@es de toneladas)

PRODUCAO

Pesca e Captura

Aguas territoriais 105 11,3 111 116 11,7 119
Aguas oceanicas 797 779 826 797 810 815
Total de captura 90,2 89,1 937 913 927 934
Aquicultura

Aguas territoriais 343 36,9 386 420 448 47,1
Aguas oceanicas 214 22,1 232 244 255 26,7
Total de aquicultura 55,7 59,0 618 665 703 738
TOTAL 1459 148,1 1555 157,8 162,99 167,2

(Adaptado de FAO, 2016)

A China lidera a lista dos paises maiores produtores de pescado, seguida da
Indonésia, Estados Unidos da América e Russia. Os principais grupos de pescados séo
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as espécies de atum, lagostas e camardes, com registro de recorde na pesca de atum,
atingindo mais de 7 milhdes de toneladas em 2014. Os produtos da aquicultura também
impulsionaram a producdo mundial dessa atividade, aumentando em muito o
suprimento de peixe para consumo humano, com cerca de 74 milhdes de toneladas
produzidas na mesma época. A China se destaca como o maior produtor de peixes na
aquicultura, e detém mais de 60% da producdo mundial, sequida pela india, Vietna e
Egito como outros grandes produtores (FAO, 2016).

O Brasil ocupa apenas a 142 posicdo no ranking mundial, entretanto, tanto o
Brasil como outros paises em desenvolvimento desempenham um papel de grande
relevancia no suprimento dos mercados de alimentos do mundo, representando 61%
do total das exportacdes de peixe no ano de 2012. Esse papel é tdo importante que o
percentual de exportacdes do pescado foi superior a outros produtos da agricultura,
como leite, agucar, arroz, carne e banana, totalizando uma receita liquida de cerca de
35 bilhdes de dolares (FAO, 2014; FAO, 2016).

Ainda, em se tratando de Brasil, um balanco realizado pelo Ministério da Pesca
e Aquicultura (MPA) estima que a producao de pescado no pais no ano de 2013 foi
superior a 2,5 milhdes de toneladas (BRASIL, 2013). Além disso, dados do boletim
estatistico do MPA demonstram que dentre todas as regifes da Federagdo, a regiao
Nordeste ocupa o primeiro lugar em producdo de pescado, seguida da regido Sul
(BRASIL, 2011).

1.2. O pescado na alimentagdo humana

O pescado é considerado uma das principais fontes de proteina, sendo um
alimento de alta digestibilidade e de alto valor bioldgico. Além disso, o pescado é
conhecido como uma importante fonte de &cidos graxos poli-insaturados, émega 3 e
O0mega 6, que estdo associados a protecdo da funcionalidade cardiaca, fontes de
vitaminas D, A e B, minerais como calcio, iodo, zinco, ferro e selénio O alto teor de
lisina, um aminoéacido essencial, é outra propriedade que habilita esses produtos como
um alimento rico e saudavel (ORDONEZ, 2005; OETTERER e REGITANO-
D’ARCE, 2006; GERMANO e GERMANO, 2008; SOARES e GONCALVES; 2012;
FAO, 2016)
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De acordo com a FAQ, nos tltimos 50 anos o consumo per capita anual de peixe
no mundo aumentou bastante. Na década de 60, o consumo per capita de peixe anual
era de 9,9 kg, em 2013 esse consumo foi de 19,7 Kg e estimativas para o ano de 2014
e 2015 sugeriram que esse consumo anual chegaria a 20 Kg per capita. Entretanto, em
paises em desenvolvimento, o consumo per capita anual ficou um pouco abaixo da
média mundial, atingindo 18,8 Kg em 2013, e em paises desenvolvidos foi de 26,8 Kg
no mesmo ano. Esse aumento significante do consumo de peixe tem agido
positivamente na dieta e na sadde das pessoas no mundo, no momento que proporciona
diversidade nutricional. Ainda em 2013, o consumo de peixe pela populacdo mundial
correspondeu a cerca de 17% do consumo de proteina animal no mundo inteiro, e cerca
de 7% de toda a proteina total consumida (FAO, 2016).

De acordo com levantamento do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA)
(BRASIL, 2017), os brasileiros consumiram em torno de 14.4 Kg de pescado per
capita no ano de 2013, numero que estava acima da média mundial, de 12 Kg per

capita, divulgada pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS).

1.3. Salmao (Salmon salar)

Salméo, Salmédo Negro ou Salmdo do Atlantico, sdéo nomes populares do
principal representante da Familia Salmonidae, tendo como caracteristicas principais
o0 corpo alongado e a presenca de um pedunculo caudal delgado. Além disso, possui
coloragdo marrom no dorso, podendo ser verde ou azul, os flancos prateados e o
abdome em coloracédo branca. Dentre os maiores produtores de salmao encontram-se:
Canada, Estados Unidos, Chile, Australia, Russia, Espanha, Franca, Irlanda, Islandia,
Noruega, Finlandia e Dinamarca (IUCN, 1996; FAO, 2014b) (Figura 1).
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Figura 1- Salmdo (Salmon salar). Fonte: http://www.fao.org/fishery/species/2931/en

1.4. Atum (Thunnus thynnus)

Pertencente a familia Scombridae, o atum tem como caracteristica viver a maior
parte do tempo em alto mar, aproximando-se da costa apenas em algumas épocas do
ano. Essa espécie tem a habilidade de suportar uma ampla faixa de temperatura.
Apresentam dorso azul-escuro, quase enegrecido, e flancos e abdome na coloragéo
branca. S@o considerados peixes robustos e grandes, podendo alcancar trés metros de
comprimento. Os principais paises na pesca de atum sdo os Estados Unidos e Canada
(IUCN, 2011; FAO, 2014c) (Figura 2).

Figura 2 — Atum (Thunnus thynnus). Fonte: http://www.pesqueirapioneira.com.br
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2. Culinaria Japonesa

2.1.  Sashimi

O sashimi é caracterizado como filés de peixe, moluscos, crustaceos, ovas de
peixe ou outros tipos de frutos do mar que sdo servidos crus e prontos para consumo
no seu estado in natura (HKSAR, 2000; CARROL, 2009; MUSCOLINO, 2014)
(Figura 3). No atual mundo globalizado, a mudanca dos habitos alimentares da
populacdo ajudou a disseminar o consumo de produtos da culindria com peixe cru,
como o sashimi, tradicionalmente da culinéria japonesa. Além disso, através desse
processo de globalizacdo, varios restaurantes especializados se estabeleceram em
regides do ocidente (EDWARD, 2012).

Para a producdo do sashimi, o pescado a ser utilizado deve ser fresco, e
refrigerado, com o intuito de retardar a proliferacdo de microrganismos, sendo assim
todas as etapas do processo produtivo devem ser controladas, tais como captura,
manipulagdo e armazenamento (SIKORSKY, 1990). De acordo com Correia e
Roncada (2002), a qualidade higiénicossanitaria do produto pode ser comprometida
por habitos dos manipuladores de alimentos que ndo condizem com as boas praticas

de fabricacéo.

Figura 3 — Sashimi de salmé&o. Fonte: http://amandahilsen.com



16

E fundamental na cadeia de producio do sashimi a adocao das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e a implementacdo da Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), com o objetivo de garantir a seguranca e a qualidade
higiénicossanitaria dos alimentos produzidos (SANTOS e VIEIRA, 2013). Ha de se
considerar que o pescado in natura, possui caracteristicas Otimas para o0
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, tais como elevado teor de nutrientes
e alta atividade de &gua (CORREIA e RONCADA, 2002; SANTOS e VIEIRA, 2013;
MUSCOLINO, 2014). Muitos microrganismos patogénicos ja foram identificados em
amostras de pescado cru, tais como, bactérias do género Salmonella spp., Vibrio spp.,
Escherichia spp., Staphylococcus spp. e Aeromonas spp. (SANTOS e VIEIRA, 2013;
MUSCOLINO, 2014).

3. Doengas Veiculadas por Alimentos

A enfermidade que é adquirida ao se ingerir alimentos, de origem vegetal ou
animal, contaminados por microrganismos (patdgenos ou deterioradores) ou toxinas é
definida como doenca veiculada por alimento (DVA) (FORSYTHE, 2005; BADARO
etal., 2007; BRASIL, 2016). Esses alimentos podem sofrer contaminagao em qualquer
etapa do seu processamento, seja na obtencdo da matéria-prima, passando pelo seu
processamento, embalagem, armazenamento, até o instante da ingestdo pelo
consumidor (FIDELIS, 2005; FORSYTHE, 2005; BRASIL, 2016). A contaminac&o
cruzada entre produtos crus e processados, a falta de monitoramento no controle da
temperatura de cozimento, no armazenamento, resfriamento ou congelamento, falhas
de higiene pessoal de manipuladores e a propria matéria prima de qualidade deficitaria,
constituem as principais causas de contaminacdo alimentar (FIDELIS, 2005;
FORSYTHE, 2005; SILOCHI, 2005).

As DVA constituem-se em um dos problemas de salde puablica mais
disseminados em todo o0 mundo e uma importante causa da reducdo da produtividade
econémica em um pais. A importancia destas doengas como um problema de satde da
populacdo €, geralmente, subestimada porque a verdadeira incidéncia € de dificil
avaliacdo e a severidade das consequéncias a saude ou a economia ndo sao
devidamente estudadas (TESSARI et al., 2003).
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De acordo com dados da Secretaria de Vigilancia e Saude, do Ministério da
Saude do Brasil, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2016 foram computados
6.848 surtos de doengas veiculadas por alimentos, onde quase 610.000 pessoas foram
acometidas. No entanto, no ano de 2016, foram registrados apenas 354 surtos.
Entretanto, os casos de DVA no pais ja atingiram ndmeros mais expressivos em anos
anteriores, como no ano de 2005, no qual foram registrados mais de 900 surtos de
enfermidades associadas & alimentacdo, e no ano de 2004 mais de 20 mil pessoas foram
acometidas por algum tipo de DVA. No periodo de 2007 a 2016, cerca de 16% dos
surtos foram associados a alimentos provenientes de restaurantes e similares, e apenas
0,8% dos surtos foram associados a pescado, porém mais de 65% dos surtos foram
registrados com o alimento envolvido ndo sendo identificado (BRASIL, 2016). Nos
Estados Unidos da América (EUA), de acordo com dados do Center for Disease
Control and Prevention (CDC), o nimero de casos confirmados de pessoas acometidas
por doencas veiculadas por alimentos chegou a 20.107, sendo que 4.531 pessoas foram
hospitalizadas e 77 pessoas foram a 6bito (CDC, 2015).

Um dos fatores que pode estar associado a grande quantidade de surtos de DVA
é o desconhecimento por parte da populacdo sobre 0s riscos provenientes dos
alimentos e ignorancia das melhores maneiras de acondicionar os produtos, tais como
temperatura, umidade, tempo e locais de armazenamento (AMSON et al., 2006).
Talvez por isso, as residéncias sejam apontadas como os locais de maior incidéncia de
casos de DVA, com cerca de 39% dos surtos relatados (AMSON et al., 2006; BRASIL,
2014). Segundo Amson et al. (2006), microrganismos presentes no organismo dos
animais podem ser encontrados ap0s o abate na carne crua e ainda causar
contaminacdo cruzada em outros produtos. Além disso, diversos microrganismos com
potencial patogénico podem ser veiculados através de alimentos, e a presenca desses
patdgenos esta relacionada intimamente a muitos fatores, como a contaminacdo do
habitat onde os peixes foram pescados ou criados, contaminagdo do ambiente de
producdo, falta de higiene na manipulagdo, processamento, armazenamento e venda
desses produtos (SOARES e GONCALVES, 2012).

Ainda de acordo com o Ministério da Salde, os principais agentes etioldgicos
envolvidos em surtos de DVA, com 90% dos surtos identificados, no periodo de 2007
a dezembro de 2016 no Brasil foram: Escherichia coli, Salmonella spp., e
Staphylococcus aureus, porém cerca de 70% dos casos nao tiveram o agente etioldgico
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identificado (BRASIL, 2016). J& nos EUA, os principais agentes etioldgicos
identificados em surtos de DVA em 2015 foram microrganismos do género Salmonella
spp., em 15,89% dos casos, Campylobacter spp., em 12,97% dos casos, Shigella spp,
em 5,53%, Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC), em 1,64% e Escherichia coli
Enterohemorragica (EHEC) 0157 em 0,95% dos casos, em dados percentuais para 100
mil pessoas (CDC, 2015).

4. Escherichia coli

Os microrganismos pertencentes ao género Escherichia fazem parte da familia
Enterobacteriaceae. Essa familia compreende mais de 30 géneros e 100 espécies
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). As bactérias desse grupo sdo caracterizadas
como bacilos Gram-negativos, sem capacidade de formar esporos, anaerdébios
facultativos, catalase-positiva, oxidase-negativa, capazes de fermentar a glicose e
reduzir nitrato a nitrito, além de outras competéncias metabolicas no que diz respeito
a outras substancias como aminoéacidos, lipidios e carboidratos. Essas caracteristicas
de carater bioquimico sdo utilizadas para identificacdo das diversas espécies
pertencentes a familia das enterobactérias (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005;
FRANCO e LANDGRAF, 2008; KONEMAN et al., 2010).

Escherichia coli pertence ao grupo dos coliformes, mais precisamente o grupo
dos coliformes termotolerantes ou coliformes a 45°C. Os microrganismos desse grupo
sdo de grande importancia na saude publica, pois podem indicar a contaminagédo
recente do alimento por fezes de humanos e/ou animais de sangue quente (ARAUJO
e NASCIMENTO, 2013). S&o bactérias com a principal caracteristica de continuar
fermentando a lactose com producéo de gas, quando incubadas em temperaturas que
variam de 44°C a 44,5°C em até 48h. Macroscopicamente apresentam-se como
colbnias verdes ou pretas, com brilho metalico em agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) (KONEMAN et al., 2010). Nos laboratérios clinicos do mundo todo, é o
microrganismo isolado mais frequentemente e ja foi relacionado com indmeras
complicagdes em diversos sistemas organicos dos seres humanos (KONEMAN et al.,
2010; ARAUJO e NASCIMENTO, 2013).
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Apresentam antigenos somaticos O, relacionados com os polissacarideos da
membrana externa; antigenos flagelares H, relacionados com proteinas de flagelos, e
ainda, antigenos K, relacionados com polissacarideos capsulares (MENG et al., 2001).

Considerando que a bactéria é constituinte natural da microbiota intestinal de
animais de sangue quente, inclusive seres humanos, sendo possivel encontra-la nas
fezes de todos os individuos sadios (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005), o
aparecimento da E. coli em alimentos tem que ser avaliado por dois fatores: o contato
direto ou indireto do alimento com fezes de animais e/ou humanos (FORSYTHE,
2005; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005); e a patogenicidade do microrganismo ao
ser humano e aos animais (SILVA e SILVA, 2005; KONEMAN et al., 2010).

A contaminacéo de alimentos prontos para o consumo por E. coli pode ter como
origem o uso de matéria-prima contaminada ou condic@es insatisfatérias de higiene do
ambiente de preparo dos alimentos. Além disso, durante o preparo pode ocorrer a
contaminacdo cruzada, permitindo a proliferacdo bacteriana no alimento (JIANG et
al., 2014). A bactéria pode ser facilmente disseminada em diferentes ecossistemas
através da cadeia alimenticia e &gua, e tem demonstrado trocar o seu material genético
com outras espécies bacterianas e, é possivel que este patdgeno possa transferir genes
de resisténcia a antimicrobianos a bactérias transitdrias patogénicas que causam

doencas em humanos (RYU et al., 2012a).

Vérias linhagens patogénicas da E. coli sdo conhecidas e normalmente séo
divididas de acordo com sinais clinicos que apresentam, além dos seus mecanismos de
patogenicidade (FORSYTHE, 2005). Dentre elas se destacam: Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) e Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) (SILVA e
SILVA, 2005; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010).

4.1. Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) se caracteriza por atravessar a
barreira gastrica e causar lesbes em forma de pedestal na mucosa intestinal,

diminuindo as vilosidades, e consequentemente, a area de absorcdo do intestino,
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causando quadro de diarreia aquosa contendo muco, porém sem sangue. Os sintomas
incluem ainda o vomito e a febre (FORSYTHE, 2005; TRABULSI e ALTERTHUM,
2005; KONEMAN et al., 2010) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismo de patogenicidade da Escherichia coli Enteropatogénica
(EPEC). Fonte: http://www.mikrobik.net/

De acordo com estudos, a EPEC tem como reservatorio natural apenas os
humanos, raramente sendo encontrada em animais. Os principais individuos
acometidos sd@o as criancgas, principalmente aquelas que vivem em grandes centros
urbanos, pertencentes a familias de baixa renda (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

As cepas EPEC sdo classificadas em dois grupos: EPEC tipicas, que
apresentam o gene eae e plasmideo EAF, e EPEC atipicas que apresentam somente o
gene eae. As cepas EPEC tipicas, ou simplesmente EPEC, sdo bastante homogéneas
em suas propriedades de viruléncia, pois expressam basicamente os fatores de
viruléncia codificados pela regido LEE e pelo plasmideo EAF. Por outro lado, as EPEC
atipicas nao séo portadoras do plasmideo EAF, mas possuem 0 gene eae e demais
fatores de viruléncia codificados na regido LEE (NGUYEN et al., 2006).
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4.2. Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) tem como caracteristica uma infecgédo
muito semelhante a ocorrida em casos de infeccdo por microrganismos do género
Shigella, pela sua capacidade de invasividade, visto que adentra as células epiteliais
do intestino, principalmente na regido do coélon, causando inflamagdo (FORSYTHE,
2005; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010; TORTORA;
BERDELL; CASE, 2012) (Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismo de patogenicidade da Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC).

Fonte: http://www.mikrobik.net/

Os individuos acometidos tém diarreia aguosa com muco e sangue, muitos
leucdcitos nas fezes, podendo apresentar, ainda, febre, mal-estar e colicas abdominais,
sendo esse quadro de infeccdo mais comum em adultos (FORSYTHE, 2005;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010; TORTORA;
BERDELL; CASE, 2012).
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4.3. Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

A producdo de toxinas do tipo shiga (stxl), semelhantes a produzidas em
infeccbes por Shigella (stx), € uma das principais caracteristicas da E. coli
Enterohemorragica (KONEMAN et al., 2010; BILINSKI et al., 2012) (Figura 6). Além
disso, a EHEC é tipicamente conhecida por causar colites hemorragicas e
principalmente por um comprometimento mais grave, a sindrome hemolitica urémica
(HUS) (KAPER et al., 2004), entretanto, relatada apenas em 5% dos casos e o indice
de mortalidade em casos mais graves € baixo, cerca de 5%, porém a sua prevaléncia é
maior em paises desenvolvidos, onde muitos casos nao séo tratados (HEUVELINK et
al., 1998; RIVAS et al., 2008).
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Figura 6 — Mecanismo de patogenicidade da Escherichia coli Enterohemorrégica
(EHEC). Fonte: http://www.mikrobik.net/

4.4. Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

A Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) se caracteriza por possuir a
capacidade de produzir toxinas, ap0s atravessar a barreira gastrica no intestino delgado
(Figura 7). Nessa regido h& a producdo de enterotoxinas, uma termol&bil e outra

termoestavel, que tem como funcdo a anulacéo da capacidade das células entéricas em



23

reter liquidos celulares e eletrolitos, o que resulta numa eliminacéo profusa de fezes
liquidas, caracteristica marcante da enfermidade, e que se assemelha com casos de
cblera. Infecgbes por ETEC acometem particularmente pessoas que transitam em
viagens de paises desenvolvidos para paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, e ¢ conhecida como “diarreia dos viajantes” (FORSYTHE, 2005;
TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al.,, 2010; TORTORA;
BERDELL; CASE, 2012). Em paises subdesenvolvidos acometem criancas,
correspondendo a grande parte dos quadros de diarreia. As vias de transmissao do
patdgeno sdo a ingestdo de agua e alimentos contaminados, mas ha relatos de que o
microrganismo possa ser transmitido em areas de maternidade e pediatria de hospitais
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).
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Figura 7 — Mecanismo de patogenicidade da Escherichia coli Enterotoxigénica
(ETEC) Fonte: http://www.mikrobik.net/

4.5. Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

A aderéncia na superficie das células epiteliais € a principal caracteristica da
Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC). O microrganismo se adere de forma

exclusiva, organizando-se em conjunto, numa configuracdo similar a tijolos
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empilhados ou uma pilha de ladrilhos (Figura 8) (FORSYTHE, 2005; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010; TORTORA; BERDELL; CASE,
2012), e que pode vir a formar organizagbes continuas, lineares ou de forma
heterogénea (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). Os individuos afetados por esse
patdgeno apresentam diarreia mucosa aquosa persistente (FORSYTHE, 2005;
TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010), podendo apresentar o
sintoma da infeccdo por até 14 dias (FORSYTHE, 2005; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005). Os adultos e criancas sdo susceptiveis a infeccdo da EAEC e
essa linhagem ¢ citada como a segunda causa mais comum da “diarreia dos viajantes”

(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; TORTORA; BERDELL; CASE, 2012).
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Figura 8 — Mecanismo de patogenicidade da Escherichia coli Enteroagregativa
(EAEC). Fonte: http://www.mikrobik.net/

4.6. Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)

Cepas de E. coli de aderéncia difusa sdo identificadas pelo seu padrdo de
aderéncia em cultura de células epiteliais in vitro e s@o reconhecidas como a sexta

classe de E. coli diarreiogénicas (BARBOSA, 2010). Vérias estruturas envolvidas na
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viruléncia desse grupo sao relatadas, e quatro adesinas relacionadas com o fenétipo de
aderéncia difusa estdo bem caracterizados: F1845, AIDA-1, CF16k, e uma proteina de
57 kDa (BARBOSA, 2010). Contudo, ndo existem dados suficientes para confirmar o
papel dessas adesinas na diarreia (TADDEI et al., 2003).

DAEC também tem sido implicada em infec¢Ges do trato urinario e algumas
cepas carreiam fatores de viruléncia encontrados em E. coli uropatogénica (UPEC)
(BARBOSA, 2010).

Uma nova classificacéo das cepas DAEC foi proposta por SERVIN (2005), ou
seja, tipicas e atipicas. As tipicas incluem cepas que carregam adesinas da familia Dr
com idéntica organizacdo genica, permitindo ligagdo ao DAF, enquanto a classe
atipica se relaciona as cepas que ndo possuem adesinas Dr e nem outros tipos de
adesinas. Dados a respeito da relacdo entre cepas DAEC e diarreia permanecem
controversos e a patogenicidade enterica deste grupo ainda € questionavel
(BARBOSA, 2010).

5. Principais surtos envolvendo Escherichia coli em alimentos

A epidemiologia de casos de infeccdo associado a Escherichia coli varia
bastante de acordo com a cepa envolvida (ALLOCATI, 2013). Nos ultimos anos na
Europa, a maioria dos surtos foram causados por cepas de E. coli enterohemorragica
(EHEC). Em 2011, houve um surto que se iniciou na Alemanha com vegetais
contaminados com E. coli 0104:H4 e atingiu diversos paises no continente. Cerca de
4.000 pessoas foram acometidas, registrando-se que mais de 900 casos evoluiram para
0 caso mais grave da infeccdo, a sindrome hemolitica urémica (ECDC, 2013;
BILINSKI, 2012; KARCH, 2012; MAREJKOVA, 2012; ALLOCATI 2013). Devido
a elevada incidéncia de mortes entre idosos e criancas, a ocorréncia de EHEC em
alimentos possui grande importancia para a saude publica. Estima-se que a infec¢éo
pelo microrganismo € responsavel por 70% dos casos de insuficiéncia renal aguda em
criancas (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2009).

Os primeiros surtos causados por EHEC foram relacionados a ingestdo de
carne bovina crua ou mal cozida. Atualmente, existem registros tambem de surtos
envolvendo vegetais crus, brotos, frutas, produtos derivados de carne (salames), suco
de maca ndo pasteurizado, leite cru e &gua de consumo ou recreativas. Esse aumento

da variedade de alimentos envolvidos em surtos demonstra a versatilidade da
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populacédo bacteriana de E. coli na cadeia alimentar (NEWELL et al., 2010; WHO,
2011). Além disso, uma pequena populacao de células viaveis de EHEC é suficiente
para desencadear a infeccdo. A dose infectante é estimada em 10 a 10% células e para
0s outros sorotipos ndo ha muita informacéo, no entanto, suspeita-se de que seja um
valor um pouco maior (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2009; FDA, 2012).

Dentre os mais de 50 sorotipos de EHEC, a E. coli O157:H7 é o sorotipo mais
associado a doencas em todo o mundo (em torno de 75% dos casos); € a melhor
caracterizada, devido a facilidade de diferencia-la bioquimicamente. Entretanto,
atualmente, os sorotipos denominados ndo-O157:H7 estdo emergindo como causa de
surtos, destacando-se 026, 0103, O111 e 0145 (NEWELL et al., 2010; FDA, 2012).
A transmissdo do sorotipo se da principalmente através do consumo de alimentos
contaminados, como carne moida crua ou mal cozida, hambdrgueres, salame curado,
leite cru, iogurte, e queijos, que ja estiveram envolvidos em surtos com E. coli
0157:H7 (WHO, 2011).

A EHEC 0157:H7 vem causando muitos surtos tanto na Europa como nos
EUA, e outros paises desenvolvidos (ALLOCATI 2013; CDC, 2015), sendo a
principal causa de casos de sindrome hemolitica urémica (ALLOCATI, 2013;
BIELASZEWSKA, 2013). De acordo com o CDC (CDC, 2015), cepas de E. coli
EHEC 0157 causaram 463 casos de infeccdo nos Estados Unidos no ano de 2015, e
EHEC ndo 0157 causaram 796 casos de infec¢do. De acordo com o érgdo, a incidéncia
dessas cepas de E. coli no ano de 2015 foi 40% maior do que aquela registrada nos trés
anos anteriores, 2012-2013-2014. Em 2014, dos 88 casos de sindrome hemolitica
urémica registrados 67 (76%) foram associados a infeccdo por E. coli EHEC, sendo
que 53 desses casos foram confirmados para a infec¢do por EHEC 0157 (CDC, 2015).
O surto mais recente aconteceu em 2016, no qual produtos carneos de um matadouro,
carne de bovino e bisdo, foram contaminados por EHEC O157:H7. Nesse surto, 11
pessoas foram acometidas pela infeccéo, sendo que sete foram hospitalizadas e um
individuo desenvolveu a sindrome hemolitica urémica (CDC, 2016).
Existem relatos (esporadicos) de surtos envolvendo a cepa ETEC nos Estados
Unidos relacionados ao consumo de agua, queijos e vegetais crus contaminados (FDA,
2011). Estima-se que a dose infectante para adultos saudaveis seja de, pelo menos, 108
células. Entretanto, criancas, idosos e individuos imunocomprometidos sao

susceptiveis a uma populacdo menor do microrganismo. A contaminagdo ocorre
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durante a manipulacdo do alimento por um individuo portador da doenca ou através

do uso de agua contaminada durante a preparagdo do alimento (FDA, 2012).

A gastrenterite causada pela ETEC é geralmente leve e curta, ocorrendo de 8
a 44 horas ap0s a ingestdo do alimento contaminado. Nos casos mais graves, a duracéo
da enfermidade pode ser estendida por até 19 dias, com mais de cinco dejecdes diarias,

desidratacéo severa, célicas abdominais, febricula, nduseas e mal estar (FDA, 2012).

No caso da cepa EPEC, atualmente as infeccGes séo menos frequentes nos
paises desenvolvidos, porém, apresentam significante morbi-mortalidade em criancas
menores de dois anos de idade em paises em desenvolvimento (NEWELL et al., 2010).
Estima-se que a dose infectante da cepa bacteriana seja em torno de 10° células para
adultos saudaveis. Normalmente é encontrada em produtos carneos (bovino e ave) e
agua (NEWELL et al., 2010). Geralmente, apds quatro horas da ingestao do alimento
contaminado, instala-se o quadro de diarréia leve, vomito e febre baixa por um periodo
de 12 a 120 dias. A diarréia causada pela EPEC é clinicamente mais grave em relacdo
as demais E. coli diarreiogénicas (FDA, 2012).

Na tentativa de reduzir a ocorréncia de doencgas, a vigilancia das doencas
veiculadas por alimentos e da presenca de patdgenos na cadeia alimenticia tem sido
implementada adotando uma abordagem conhecida como “da-fazenda-ao-garfo”,
incentivando todos os setores da cadeia de producdo de alimentos para melhorar a
higiene e incorporar os principios do sistema APPCC. Subjacente a tais mudancas, na
industria tem se observado um grande esforco de investigacdo levando a geracdo de
métodos mais adequados para o diagnostico da doenca intestinal e a deteccdo de
agentes patogénicos de origem alimentar. Nos Gltimos 20 anos estas investigacdes
também tem usado tecnologia mais modernas para determinar as sequéncias do
genoma, identificar mecanismos patogénicos, fornecer provas - com base em
avaliacdes de risco para o desenvolvimento de politicas e, at¢ mesmo desenvolver
algumas estratégias de intervencao eficazes, tais como vacinas para animais produtores
de géneros alimenticios ou tratamentos pos-colheita. Com o0 uso de todas estas
ferramentas, uma substancial diminui¢do na tendéncia de ocorréncia de doenga de
origem alimentar é esperada. No entanto, evidéncias da vigilancia das doengas
veiculadas por alimentos demonstram que a obtencdo de um impacto positivo nessa

direcdo ainda permanece esparso (NEWELL et al., 2010).
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6. Escherichia coli e a resisténcia a antimicrobianos

A evolucdo da disseminacdo da resisténcia antimicrobiana aos tratamentos
convencionais € um importante motivo de preocupag¢do no mundo todo (VAN DEN
BOGAARD e STOBBERINGH, 2000), principalmente devido ao uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos. A elevada prevaléncia de resisténcia dos microrganismos
patogénicos a antimicrobianos verificada atualmente em alguns estudos,
possivelmente esta relacionada ao uso indiscriminado e cada vez mais elevado de
antimicrobianos com finalidade profilatica e/ou promotora de crescimento na medicina
veterinaria e no tratamento de doencas na medicina humana (SOUFI et al., 2011;
JIANG et al., 2014). A prescrigdo indiscriminada de antimicrobianos por médicos,
somada ao uso excessivo desses agentes pela populagdo tem sido causas associadas a
esse aumento de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos em diversos
paises (DIAS et al., 2010)

Microrganismos resistentes a antimicrobianos provenientes de animais ou
residentes da microbiota normal, podem infectar ou atingir a populacdo humana nao
somente pelo contato direto, mas também através dos produtos de origem animal.
Assim, é possivel colonizar o organismo do individuo e/ou transferir informacéao
genética com genes de resisténcia para outro microrganismo pertencente a microbiota
enddgena do organismo (VAN DEN BOGAARD e STOBBERINGH, 2000).

Além disso, estudos epidemioldgicos apontam que microrganismos patogénicos
de peixes do género Aeromonas spp. sao capazes de transmitir informacdes genéticas
de resisténcia aos antimicrobianos para bactérias isoladas de seres humanos, tais como
E. coli (RHODES et al., 2000; SARUM, 2006).

Poucos dados tém sido relatados sobre a caracterizagdo da resisténcia aos
antimicrobianos de E. coli isolada de alimentos marinhos, embora existam muitos
estudos sobre esta resisténcia em E. coli proveniente de outros alimentos de origem

animal e cepas de origem humana (RYU et al., 2012a).

Sempre que agentes antimicrobianos séo utilizados, os microrganismos tendem
a desenvolver mecanismos de resisténcia, seja através de algum tipo de mutacdo

espontanea ou ao adquirir informacéo genética de outro microrganismo (BARBOSA,
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2000; LIVERMORE, 2003; COSTA 2013) além disso, uma vez obtida a capacidade
de resisténcia a determinado agente antimicrobiano, os microrganismos podem
rapidamente dar origem a um vasto nimero de progénies resistentes (LIVERMORE,
2003). Esse ultimo mecanismo pode ocorrer através de processos de transducéo,
mediado por bacteriéfagos, conjugacdo, que envolve contato direto das células
bacterianas e transferéncia plasmidial ou de transposons, ou transformacdo, que
envolve a captacdo de DNA livre resultante de lise bacteriana (BARBOSA, 2000;
LIVERMORE, 2003; COSTA 2013). A selecdo natural favorece mecanismos de
resisténcia que conferem resisténcia com o menor custo de aptiddo e cepas resistentes
com maior capacidade de sobrevivéncia ou viruléncia. A este potencial genético e
bioguimico deve ser acrescentada a grande variedade de bactérias que causam
infeccdes oportunistas em pacientes imunodeficientes e o fato de que o nimero desse
grupo de risco cresce constantemente com 0s avancos em outros campos da medicina
(LIVERMORE, 2003; COSTA 2013).

As mutacBes genéticas que levam ao surgimento de resisténcia aos
antimicrobianos acontecem na etapa de replicacdo do DNA. Incorretas substituicdes
de bases ocorrem de maneira aleatdria, e alem disso, erros de copia podem resultar em
delecdo parcial ou completa de genes. Como resultado, o alvo dos agentes
antimicrobianos pode ser alterado, sistemas de inativacdo das drogas podem ser
desregulados e vias de absorcdo celular podem ser desativadas ou ativadas. Além
disso, genes de resisténcia ou seus repressores podem ter seu local alterado por
migracdo de sequéncia genética, e serem ativados ou inativados (LIVERMORE,
2003).

A transferéncia de DNA entre células bacterianas é fundamental para o éxito da
disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos. Os plasmideos sdo a principal
ferramenta de transferéncia de DNA, e consistem de moléculas extra-cromossomais
capazes de carregar informacgdes genéticas (Figura 9). Sdo moléculas que ja existiam
antes da utilizacdo dos antimicrobianos pela medicina humana, mas ndo carregavam
informagdo genética de resisténcia ou raramente existia a transmissao genética atraves
delas (HUGHES, 1983; LIVERMORE, 2003). Entretanto, desde o inicio da utilizacdo
mais efetiva dos antimicrobianos pela medicina humana e medicina veterinaria, 0s
plasmideos tém se mostrado como veiculo ideal de transferéncia e disseminagdo de
genes de resisténcia (LIVERMORE, 2003).
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Figura 9 - Plasmideos e estruturas genéticas bacterianas. Fonte:
https://www.sciencelearn.org.nz/resources/1900-bacterial-dna-the-role-of-
plasmids

Dentro dos plasmideos, os genes de resisténcia sdo normalmente transportados
por segmentos chamados transposons (Figura 10), que tem a funcdo de transferir genes
através de deslocamento de seguimentos de DNA no mesmo plasmideo, entre os
plasmideos, de plasmideos para cromossomos ou entre cromossomos. (LIVERMORE,
2003).
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Figura 10 — Segmentos de transposons: Tn3, Tn4, Tn5 e Tn10.

Fonte: http://scienceblogs.com.br/meiodecultura/tag/plasmideo/

Em estudo realizado com amostras de peixe e frutos do mar por Ryu et al.
(2012a), a resisténcia de Escherichia coli foi avaliada em 179 isolados. Foi observada
resisténcia a tetraciclina, estreptomicina e ampicilina em 30,7%, 12,8% e 6,7%,
respectivamente. Outros estudos que analisaram amostras de intestinos de peixe e
amostras de alimentos prontos para consumo, como filés de peixe, realizados por Jiang
et al (2012) e Ryu et al (2012b), respectivamente, também relataram resisténcia a
ampicilina e tetraciclina (JIANG et al., 2012), e ampicilina, tetraciclina e
estreptomicina (RYU et al., 2012b).

De forma similar, Soufi et al (2011) investigaram amostras de carcacga de perus
e frangos a fim de avaliar a resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de E. coli. Os
autores identificaram alta resisténcia, ou seja, cerca de 90% dos isolados foram
considerados multirresistentes aos antimicrobianos, ou resistentes a pelo menos trés
diferentes antimicrobianos, com maiores indices de resisténcia a ampicilina,

estreptomicina e tetraciclina.
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6.1. Producdo de B-lactamases de espectro estendido

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo p-lactamases da classe A
ou D que possuem algumas caracteristicas especificas, como a presenca de sitio ativo-
serina; a capacidade de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro; e a inibigéo in
vitro por inibidores de p-lactamases como &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam.
Hidrolisam todos os B-lactamicos, com excecdo dos carbapenems e cafamicina. A
cefoxitina ndo é uma cefalosporina, e sim uma cefamicina e, é importante mencionar
que, embora as amostras apresentem sensibilidade a cefoxitina, a sua utilizacdo para
tratamento das infec¢fes por ESBL ndo é recomendada (BRADFORD et al., 2001).

Essas enzimas sdo geralmente codificadas por genes contidos em plasmideos,
0s quais podem ser transferidos entre bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Sdo0 mais frequentes entre amostras clinicas de enterobactérias,
principalmente as das espécies Klebsiella.pneumoniae e E. coli (BRADFORD et al.,
2001).

Surgiram, provavelmente a partir de mutagdes na estrutura de p-lactamases
com menor atividade hidrolitica, que alteram as propriedades do sitio ativo da enzima,
tornando-as capazes de hidrolisar antimicrobianos como ceftazidima, ceftriaxona e
cefotaxima. Os testes realizados dividem-se em testes de triagem e testes
confirmatorios para ESBL. O teste confirmatorio é baseado no fato destas enzimas
serem inibidas pelo &cido clavulanico. O teste é considerado positivo se houver
aumento da zona de inibi¢cdo de uma ou mais cefalosporinas de amplo espectro na
presenca do acido clavulanico. Caso os testes sejam positivos para a presenca da
enzima, a amostra é considerada como resistente a todas as cefalosporinas, penicilinas
e monobactamicos (BRADFORD et al., 2001).

Nesse contexto, estudos que investigam a presenca de cepas diarreiogénicas de
E. coli resistentes a antimicrobianos em alimentos merecem atencdo especial,
considerando a contribuicdo que podem trazer para o uso de terapias alternativas para

o0 controle da infecgdo em seres humanos.
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ABSTRACT

Sashimi, a product of Japanese culinary made from raw seafood, usually salmon and
tuna fish, is very popular in many countries around the world, including Brazil. The aim
of the present study was to investigate the presence of diarrheagenic strains of
Escherichia coli in sashimi commercialized in restaurants in Salvador, Bahia, Brazil,
and to evaluate the susceptibility of the isolates to antimicrobials. Sashimi samples (n =
127) were collected from 16 Japanese culinary restaurants and assessment of E. coli was
carried out using EC broth and L-EMB agar, and confirmation by IMViC tests. The
isolates were subjected to disk diffusion test to 14 antibiotics. E. coli was detected in
14.7% of sashimi samples, 19% in sashimi samples prepared with tuna and 11% in those
prepared with salmon. No relationship between the type of fish used in the preparation
of sashimi and presence of E. coli in the samples was observed. E. coli isolates were not
EPEC, EIEC or EHEC strains. Regarding the susceptibility of isolates to antimicrobials,
66.6% and 62.5% were resistant to ampicillin and streptomycin, respectively. It was
verified that 29.16% of the isolates presented multiple resistance to antimicrobials
(MRA), index higher than 20%, characterizing them as multiresistant strains. Regarding
the production of B-lactamases extended spectrum (ESBL), it is verified that 12% of the
isolates were positive. The presence of multiresistant isolates and production of ESBL
for some of them in the samples analyzed is a concern, indicating the need to monitor
and intensify the control of the use of antimicrobials in veterinary’s and human’s
therapy.

Keywords: Japanese culinary, fish, diarrheagenic strains, multiresistant
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RESUMO

Sashimi, produto da culinaria japonesa elaborado com pescado cru, geralmente das
espeécies salméo e atum, € muito popular em varios paises do mundo, inclusive no Brasil.
Esse estudo teve como objetivo investigar a presenca de cepas diarreiogénicas de
Escherichia coli em sashimi comercializados em restaurantes de Salvador, BA, Brasil,
e avaliar a susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos. Amostras de sashimi (n =
127) foram coletadas em 16 restaurantes da culinaria japonesa e a investigacdo de E.
coli foi conduzida usando Caldo EC e agar EMB -L, e confirmacdo pelos testes do
IMVIiC. Os isolados foram submetidos ao teste de discodifuséo a 14 antibioticos. E. coli
foi detectada em 14,7% das amostras de sashimi, sendo que 19% em amostras de sashimi
preparadas com atum e em 11% naquelas preparadas com salmé&o. Nenhuma relacao foi
encontrada entre o tipo de peixe usado na preparacdo do sashimi e a presenca de E. coli
nas amostras. Os isolados de E. coli ndo foram identificados como cepas do tipo EPEC,
EIEC ou EHEC. Quanto a susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos, 66,6% e
62,5% foram resistentes a ampicilina e estreptomicina, respectivamente. Verificou-se
que 29,16% dos isolados apresentaram Resisténcia Mdltipla a Antimicrobianos (RMA),
indice superior a 20%, caracterizando-se como cepas multirresistentes. Em relacéo a
producdo da enzima B-lactamase de espectro estendido (ESBL), foi verificado que 12%
dos isolados foram positivos. A presenca de isolados multirresistentes e producao de
ESBL por alguns deles nas amostras analisadas é um dado preocupante, indicando a
necessidade de monitorar e intensificar o controle do uso de antimicrobianos na terapia
veterinaria e humana.

Palavras chaves: Culinaria japonesa, peixe, cepas diarreiogénicas, multirresisténcia
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1. Introducgéo

Em diversas regides do mundo, a carne de peixe contribui para uma alimentacéo
saudavel, visto que é considerada uma excelente fonte de proteina animal, além de
possuir outros nutrientes essenciais. Isso é relevante principalmente em paises em
desenvolvimento, onde a populacdo consome esse produto como principal fonte de
proteina (FAO, 2006). Alguns especialistas relatam que a ingestdo de peixes, ditos
gordos, é uma importante fonte de dmega-3, acidos graxos e nutrientes essenciais, como
a vitamina D, na dieta (LEE et al., 2009; TURUNEN et al., 2011; OKEN et al., 2012).

No ano de 2014 a producao mundial oriunda das atividades de pesca e aquicultura
atingiu cerca de 168 milhdes de toneladas, de acordo com relatorio da Organizacdo das
NacOes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO). A China lidera a lista dos paises
maiores produtores de pescado, seguida da Indonésia, Estados Unidos da América e
Rassia. Os principais grupos de pescado sdo as espécies de atuns, lagostas e camardes,
com registro de recorde na pesca de atum, atingindo mais de 7 milhdes de toneladas em
2014,

Ainda de acordo com o 6rgao, nos Ultimos 50 anos o0 consumo per capita anual de
peixe no mundo aumentou bastante. Na década de 60, o consumo per capita de peixe
anual era de 9,9 kg, em 2013 de 19,7 Kg e a estimativa para 0s anos de 2013 e 2014 era
de que esse consumo anual chegasse a 20 Kg per capita. Entretanto, em paises em
desenvolvimento, o consumo per capita anual ficou um pouco abaixo da média mundial,
atingindo 18,8 Kg em 2013, e em paises desenvolvidos foi de 26,8 Kg no mesmo ano.
Esse aumento significante do consumo de peixe tem influenciado positivamente a dieta
e a salde das pessoas no mundo todo (FAO, 2016).

De acordo com levantamento do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), os
brasileiros consomem em torno de 14,4 Kg de pescado per capita/ano, niUmero que esta
acima da média mundial divulgada pela Organizacdo Mundial de Sadde, 12,0 Kg
(BRASIL, 2017). Associadas ao grande consumo de pescado por parte dos brasileiros
estdo a ascensdo e popularizacao da culinaria japonesa em restaurantes, em especial o
consumo do sushi e sashimi, fato que pode ter contribuido para 0 aumento no consumo
per capita/ano de pescado em todo o pais.

O sashimi é um produto oriundo da culinaria japonesa, elaborado com pescado
cru, geralmente salméo e atum (HKSAR, 2000; MUSCOLINO, 2014). Esse produto,

muito popular no Brasil e em varios outros paises do mundo, pode representar
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importante fonte de contaminacéo bacteriana para o homem devido as etapas envolvidas
no preparo do peixe cru, seu armazenamento e distribui¢do. Entretanto, dados sobre a
ocorréncia de patégenos nesse produto sdo escassos na literatura (CORREIA e
RONCADA, 2002; CARROL, 2009; SANTOS, 2013; MUSCOLINO, 2014).

De acordo com Amson et al. (2006), microrganismos presentes no organismo
dos animais podem ser encontrados ap0s o0 abate na carne crua e causar contaminagao
cruzada em outros produtos. Além disso, diversos microrganismos com potencial
patogénico podem ser veiculados atraves de alimentos, e a presenca desses patdgenos
esta ligada intimamente a muitos fatores como a contaminacédo do habitat onde os peixes
foram pescados ou criados, contaminacgdo do ambiente de producéo, falta de higiene na
manipulagdo, processamento, armazenamento e venda desses produtos (SOARES e
GONCALVES, 2012).

Escherichia coli pode ser facilmente disseminada em diferentes ecossistemas
através da cadeia alimenticia e agua, e tem demonstrado trocar o seu material genético
com outras espécies bacterianas e, é possivel que este patdgeno possa transferir genes
de resisténcia a antimicrobianos as bactérias transitOrias patogénicas que causam
doencas em humanos (RYU et al., 2012a). Apresentam antigenos somaticos O,
relacionados com os polissacarideos da membrana externa; antigenos flagelares H,
relacionados com proteinas de flagelos, e ainda, antigenos K, relacionados com
polissacarideos capsulares (MENG et al., 2001).

Considerando que a bactéria é constituinte natural da microbiota intestinal de
animais de sangue quente, inclusive seres humanos, sendo possivel encontra-la nas
fezes de todos os individuos sadios (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005), o
aparecimento da E. coli em alimentos tem que ser avaliado por dois fatores: o contato
direto ou indireto do alimento com fezes de animais e/ou humanos (FORSYTHE,
2005; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005); e a patogenicidade do microrganismo ao
ser humano e aos animais (SILVA e SILVA, 2005; KONEMAN et al., 2010).

A contaminacéo de alimentos prontos para o consumo por E. coli pode ter como
origem o uso de matéria-prima contaminada ou condic@es insatisfatorias de higiene do
ambiente de preparo dos alimentos. Além disso, durante o preparo pode ocorrer a
contaminacdo cruzada, permitindo a proliferacdo bacteriana no alimento (JIANG et
al., 2014).

Vérias linhagens patogénicas da E. coli sdo conhecidas e normalmente séo

divididas de acordo com sinais clinicos que apresentam, além dos seus mecanismos de
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patogenicidade (FORSYTHE, 2005). Dentre elas se destacam: Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) e Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) (SILVA e
SILVA, 2005; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2010).

A elevada prevaléncia de resisténcia dos microrganismos patogénicos a
antimicrobianos verificada atualmente em alguns estudos, possivelmente esta
relacionada ao uso indiscriminado e cada vez mais elevado de antimicrobianos com
finalidade profilatica e/ou promotora de crescimento na medicina veterinaria e no
tratamento de doencas na medicina humana (SOUFI et al., 2011; JIANG et al., 2014).

Poucos dados tém sido relatados sobre a caracterizacdo da resisténcia aos
antimicrobianos de E. coli isolada de alimentos marinhos, embora existam muitos
estudos sobre esta resisténcia em E. coli proveniente de outros alimentos de origem
animal e cepas de origem humana (RYU et al., 2012a).

As cefalosporinas de amplo espectro, principalmente as de 32 e 42 geragdes, sdo
listadas como antimicrobianos importantes para o tratamento de humanos e animais pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Organizacdo para a Saude Animal,
respectivamente (COLLIGNON et al., 2009; RAO et al., 2014). Geralmente, as
infeccOes causadas por E. coli sdo tratadas com cefalosporinas, entretanto, nos ultimos
anos tem se observado resisténcia a esses agentes devido a producdo de B-lactamases
pela bactéria (RAO et al., 2014).

Considerando a importancia epidemioldgica da presenca de E. coli em alimentos
e 0 crescente aumento no consumo de pescado pelos brasileiros, esse trabalho teve como
objetivo investigar a presenca de cepas diarreiogénicas de E. coli em sashimi, avaliar a
susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos comumente usados no tratamento da
infeccdo em humanos e verificar a producédo de p-lactamases de espectro estendido pelos

isolados.

2. Material e Métodos
2.1. Investigacdo da ocorréncia de Escherichia coli em sashimi.

Amostragem e procedimentos laboratoriais: Um total de 127 amostras de
sashimi, sendo 80 amostras de sashimi preparados com salméo e 47 amostras de

sashimi preparados com atum, foi coletado em 16 restaurantes especializados na
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culinaria japonesa (taxa de adesdo = 30%), localizados na cidade de Salvador, BA,
Brazil, no periodo de junho a outubro de 2016. Cada amostra consistiu de 100 g de
sashimi, compreendendo de cinco ou seis fatias de filé de peixe cru, salm&o ou atum,
obtidas por filetagem pelos manipuladores de alimentos de cada estabelecimento,
tradicionalmente chamados de “sushiman”. A colheita das amostras foi realizada em
visitas distintas, totalizando 10 amostras em nove restaurantes, sete em um restaurante
e cinco em seis restaurantes. A diferenca entre o niUmero de amostras de salmé&o e atum
investigadas foi devida a disponibilidade da matéria prima nos estabelecimentos no
momento da aquisicéo.

Para deteccéo de E. coli, aproximadamente 25 g do alimento foram adicionados a
225 mL de solugédo tampdo fosfato e homogeneizados usando um Stomacher (240 bpm;
Bagmixer® 400, Sao Paulo, SP, Brasil) por 2 min. Em seguida, em cabine de fluxo
laminar, Classe Il (Labconco Corporation, Labconco Purifier Class Ilb, Total Exhaust,
model 36210-04, certified 1ISO 9002, Kansas City, MO, USA) 1 mL do homogeneizado
foi inoculado em tubos contendo 9 mL de caldo EC (Acumedia, S&o Paulo, SP, Brasil)
e incubado em banho-maria a 44,5°C por 24h. Aliguotas de cada tubo apresentando
turbidez e producdo de gas foram estriadas em placas de Petri contendo Agar Eosina-
Azul de Metileno de Levine (L-EMB, Acumedia, S&o Paulo, SP, Brasil) e incubadas em
estufa a 35°C + 2°C por 24 h (adaptado de JEFFREY et al., 2001).

Para identificacdo de E. coli, pelo menos duas col6nias tipicas (com centro escuro
e brilho metalico) foram selecionadas do L-EMB e os isolados foram confirmados
através dos testes morfotinturiais pelo Gram e pelas reacfes bioquimicas do IMViC
(Indol, Vermelho de Metila, Voges Proskauer e Citrato), sendo utilizada como
referéncia a cepa E. coli ATCC 25822 (adaptado de RYU et al., 2012a).

2.2. ldentificacéo dos sorogrupos dos isolados de Escherichia coli

Os isolados confirmados como E. coli foram submetidas ao teste de aglutinagéo
em lamina, inicialmente com os antissoros polivalentes A, B e C (E. coli
enteropatogénica), polivalentes A e B (E. coli enteroinvasiva) e polivalente 0157 (E.
coli enterohemorragica). Os isolados que demonstraram aglutinagdo nessa primeira
etapa foram submetidos aos testes com soros monovalentes para os sorotipos E. coli
enteropatogénica (EPEC) e E. coli enteroinvasiva (EIEC), seguindo as instru¢fes do
fabricante (Probac do Brasil®, Sao Paulo, SP, Brasil).
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2.3. Susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli aos antimicrobianos

Os isolados identificados como E. coli foram submetidos ao teste de
susceptibilidade a 14 antibioticos (Laborclin, Sdo Paulo, SP, Brasil) através da técnica
de disco difusdo em agar Mueller-Hinton (BAUER et al., 1966), de acordo com 0s
critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).

Os antibioticos utilizados foram: amicacina (AMI) 30 pg, amoxicilina/acido
clavulanico (AMC) 20/10 pg, ampicilina (AMP) 10 pg, cefoxitina (CFO) 30 pg,
ceftadizima (CAZ) 30 pg, cefotaxime (CTX) 30 pg, cefalotina (CFL) 30 png,
cloranfenicol (CLO) 30 pg, ciprofloxacina (CIP) 5 pg, gentamicina (GEN) 10 pg,
acido nalidixico (NAL) 30 pg, estreptomicina (EST) 10 pg, tetraciclina (TET) 30 ug,
e trimetoprim/sulfametazol (SUT) 1.35/23.75 ug. Os isolados foram classificados
como susceptiveis, intermediarios ou resistentes de acordo com os padrdes de
interpretacdo do didmetro da zona de inibi¢do (CLSI, 2013). Para cada isolado de E.
coli foi calculado o Indice de Resisténcia Multipla a Antimicrobianos (IRMA), ou seja,
0 numero de antimicrobianos para o qual o teste demonstrou resisténcia dividido pelo
nimero total de antimicrobianos para o qual o organismo teste foi avaliado para
susceptibilidade (KRUMPERMAN, 1983).

2.4. Producéo de p-lactamases de espectro estendido pelos isolados

Para investigar a producdo de p-lactamases de espectro estendido (ESBL), 0s
isolados foram submetidos ao teste de sinergismo de dupla difusdo (SANDERS e
SANDERS, 1979; JARLIER et al., 1988; DRIEUX et al., 2008), seguindo critérios do
CLSI (CLSI, 2013). Os antibioticos utilizados foram: amoxicilina + acido clavulanico
(AMC) 20/10 pg, aztreonam (ATM) 30 pg, cefotaxima (CTX) 30 pg, ceftazidima
(CAZ) 30 pg, e ceftriaxona (CRO) 30 pg.

2.5. Analise dos dados

Os resultados obtidos na ocorréncia de E. coli nas amostras foram tabulados e
analisados por meio de andlise descritiva e testes de associacdo qui-quadrado de
Pearson (%), considerando-se um nivel de confianca de 0,95 (SPSS 17.0 for Windows)
para verificar a existéncia de correlacdo entre o tipo de peixe utilizado para producéo
do sashimi e a presenca da bactéria.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Ocorréncia de Escherichia coli em sashimi

Escherichia coli é amplamente utilizada como indicador de condigdo
higiénicossanitaria de alimentos e ambientes, visto que a sua origem é exclusivamente
fecal (CARSON et al., 2001). Embora, seja menos observada na contaminacdo de
pescado, visto que néo faz parte do grupo de microrganismos patogénicos constituintes
da microbiota natural desses animais, E. coli esta diretamente ligada a préticas
higiénicas deficientes na preparagio e no armazenamento do sashimi (MIGUEIS, 2016).
Ainda, segundo Lateef et al. (2004), a presenca do patdgeno em peixes frescos pode
estar associada a contaminacdo recente por manipuladores infectados pelo
microrganismo ou por gelo contaminado. A presenca de E. coli no alimento como
indicador de higiene é bastante (til, visto que é possivel vislumbrar se as boas praticas
de higiene e fabricacdo estdo implementadas, bem como alertar para a possivel presenca
de microrganismos patogénicos nos alimentos (MIGUEIS, 2015).

No presente estudo, entre as 127 amostras investigadas, 80 foram provenientes
de sashimi preparados com salméo e 47 de sashimi preparados com atum. E. coli foi
detectada em 18 (14,17%) amostras de sashimi, sendo que 9 (19,14%) em amostras de
sashimi preparados com atum e 9 (11,25%) em amostras de sashimi preparados com
salmao (Tabela 1). A frequéncia de deteccdo de E. coli no alimento foi menos expressiva
do que aquela relatada em estudo conduzido na india por Kumar et al. (2005), que
analisou peixes frescos, e encontrou 38% das amostras contaminadas. Entretanto, em
estudo realizado na Coréia do Sul, também com pescado, a ocorréncia da bactéria foi
menos expressiva, ou seja, apenas 7,6% das amostras de peixe estavam contaminadas
(RYU et al., 2012a). J& estudo conduzido em Portugal, a partir da investigacdo de
amostras de sashimi em 23 restaurantes especializados na culindria japonesa,
demonstrou que nenhuma amostra estava contaminada com E. coli (MIGUEIS et al.,
2015).

3.2. ldentificacdo  sorolégica  dos isolados de  Escherichia  coli
Um total de 24 isolados de E. coli foram recuperados das amostras de sashimi,

porém, nenhum deles demonstrou resultado positivo para aglutinacdo a partir dos soros.
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Tabela 1 Ocorréncia de Escherichia coli em sashimi comercializados em Salvador,
BA, Brazil.

Restau Sashimi de salmao Sashimi de atum Total

rantes

NUmerode Amostras Numerode Amostras NUmerode Amostras

amostras Positivas amostras Positivas amostras Positivas

() n (%) () n (%) () n (%)
1 5 0(0,0) 5 1(20,0) 10 1(10,0)
2 5 1(20,0) 0 0(0,0) 5 1 (20,0)
3 5 0(0,0) 0 0(0,0) 5 0(0,0)
4 5 0(0,0) 0 0(0,0) 5 0(0,0)
5 5 0(0,0) 5 0(0,0) 10 0(0,0)
6 5 1(20,0) 0 0(0,0) 5 1 (20,0)
7 5 1(20,0) 0 0(0,0) 5 1 (20,0)
8 5 0(0,0) 5 1(20,0) 10 1 (10,0)
9 5 1(20,0) 5 0(0,0) 10 1 (10,0)
10 5 0(0,0) 0 0(0,0) 5 0(0,0)
11 5 0(0,0) 5 0(0,0) 10 0(0,0)
12 5 1(20,0) 5 2 (40,0) 10 3 (30,0)
13 5 1(20,0) 5 1(20,0) 10 2 (20,0)
14 5 2 (40,0) 5 2 (40,0) 10 4 (40,0)
15 5 1(20,0) 2 2 (40,0) 7 3 (42,9)
16 5 0(0,0) 5 0(0,0) 10 0(0,0)
TOTAL 80 9 (11,25) 47 9 (19,14) 127 18 (14,17)

As cepas isoladas foram consideradas ndo patogénicas para os sorogrupos EPEC,
EHEC e EIEC. Os resultados desse estudo, indicando a auséncia de cepas
diarreiogénicas do tipo EPEC, EIEC e EHEC no sashimi, diferem dos relatados por
Kumar et al. (2001), que demonstraram que o pescado e 0 gado séo reservatorios dessas
cepas patogénicas de E. coli.

Levando-se em conta que o sashimi se consiste em um produto pronto para
consumo e € consumido cru, devem ser consideradas as contaminagdes provenientes da
matéria-prima e da contaminacdo cruzada, no intuito de controlar adequadamente as

etapas de producdo e manipulacdo do produto. Ferramentas como as Boas Praticas de
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Fabricacdo (BPF) e o sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) sdo fundamentais para o controle eficaz na producdo do alimento seguro
(MIGUEIS, 2015).

3.3. Susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli aos antimicrobianos

A tabela 2 mostra o perfil de resisténcia/susceptibilidade dos isolados de E. coli
(n=24) a 14 agentes antimicrobianos.

Os antimicrobianos que apresentaram maior indice de resisténcia foram:
ampicilina (AMP) em 66,6% (16 dos isolados) e estreptomicina (EST) em 62,5% (15)
dos isolados. A resisténcia intermediaria a esses mesmos antimicrobianos foi verificada
em 16,66% (4 e em 29,16% (7) dos isolados, respectivamente.
Trimetoprim/sulfametazol (SUT), cefalotina (CFL) e tetraciclina (TET) apresentaram
indices de resisténcia em 25% (6), 20,83% (5) e 20,83% (5) dos isolados,
respectivamente. Ndo foi observado nenhum isolado resistente aos agentes
antimicrobianos ceftazidima (CAZ) e cefotaxima (CTX), cloranfenicol (CLO),
ciprofloxacina (CIP) e &cido nalidixico (NAL).

Com relacdo a susceptibilidade/resisténcia de varias cepas do microrganismo aos
antimicrobianos, verifica-se altos indices apresentando resisténcia ao antimicrobiano
ampicilina, e alta susceptibilidade aos antimicrobianos ciprofloxacina, acido nalidixico
e cefotaxima (JIANG et al, 2012), corroborando com os resultados aqui relatados.

A susceptibilidade dos isolados as cefalosporinas de 3% geracdo, ceftazidima
(CAZ) e cefotaxima (CTX), vem comprovar que a terapéutica atualmente utilizada em
humanos esté4 correta, apesar desses agentes serem mais sensiveis a hidrolise pelas -
lactamases (RAO et al., 2014).

Geralmente, altas taxas de resisténcia antimicrobiana estdo associadas ao extenso
contato com residuos de antimicrobianos oriundos da terapéutica humana e/ou da
utilizacdo de antimicrobianos como promotores de crescimento na produgdo animal,
principalmente na aquicultura (SOUFI et al., 2011; JIANG et al., 2012).
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Tabela 2 Susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli oriundos de amostras de

sashimi, de salméo ou atum, aos antimicrobianos.

o _ Resistente  Intermedidrio  Susceptivel
Antimicrobianos

N (%) N (%) N (%)
Amicacina (AMI) 1(4,16) 0(0,0) 23 (95,83)
Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 1(4,16) 3(12,5) 20 (83,33)
Ampicilina (AMP) 16 (66,6) 4 (16,66) 4 (16,66)
Cefoxitina (CFO) 2 (8,33) 0 (0,0) 22 (91,16)
Ceftazidima (CAZ) 0 (0,0) 0 (0,0) 24 (100,0)
Cefotaxima (CTX) 0 (0,0) 2 (8,33) 22 (91,16)
Cefalotina (CFL) 5 (20,83) 0 (0,0) 19 (79,16)
Cloranfenicol (CLO) 0 (0,0) 0 (0,0) 24 (100,0)
Ciprofloxacina (CIP) 0 (0,0) 0 (0,0) 24 (100,0)
Gentamicina (GEN) 1(4,16) 0 (0,0) 23 (95,83)
Acido nalidixico (NAL) 0 (0,0) 1 (4,16) 23 (95,83)
Estreptomicina (EST) 15 (62,5) 7 (29,16) 2 (8,33)
Tetraciclina (TET) 5 (20,83) 0 (0,0) 19 (79,16)
Trimetoprim/sulfametazol (SUT) 6 (25,0) 5 (20,83) 13 (54,16)

N = nUimero de isolados

O Indice de Resisténcia Multipla a Antimicrobianos (IRMA) (Tabela 3) dos
isolados resistentes aos antimicrobianos, variou de 0 a 0,428. Verificou-se que sete
isolados (29,16%) apresentaram valores acima de 0,2, caracterizando-se como
multirresistentes ao antimicrobianos testados (KRUMPERMAN, 1983).

E bastante amplo o rol de antimicrobianos que é utilizado na aquicultura,
incluindo as tetraciclinas, anfenicdis, sulfonamidas, aminopenicilinas, macrolideos e
aminoglicosideos. Historicamente, anfenicdis, tetraciclinas e sulfonamidas tém sido
utilizados como promotores de crescimento na alimentacdo para peixes (HEUER,
2009).

Talvez por isso, todos os isolados multirresistentes (IRMA > 0,2) identificados
nesse estudo foram oriundos das amostras de salmao, visto que essas espécies sdo

obtidas da producéo (aquicultura) e ndo da pesca extrativa como espécies de atum, em
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alto mar, sendo mais expostas aos agentes antimicrobianos e aos reflexos da pressao

seletiva de resisténcia que causam.

Tabela 3 indice de Resisténcia Mltipla a Antimicrobianos (IRMA) dos isolados de E.

coli oriundos de sashimi, comercializados na cidade de Salvador, BA, Brazil.

Isolados N° de Tipo de .
resistentes antimicrobianos IRMA sashimi Multirresistencia
A02 1 0,071 Salméo Negativo
A09 1 0,071 Atum Negativo
Ab53a 6 0,428 Salmao Positivo
A53b 5 0,357 Salméo Positivo
A53c 4 0,285 Salmaéo Positivo
AT70 6 0,428 Salmao Positivo
AT5 2 0,142 Atum Negativo
A83 1 0,071 Atum Negativo
A87a 2 0,142 Atum Negativo
A87b 1 0,071 Atum Negativo
A93 1 0,071 Atum Negativo
A9%4 3 0,214 Salmao Positivo
A96a 2 0,142 Atum Negativo
A96b 1 0,071 Atum Negativo
Al06a 2 0,142 Atum Negativo
A106b 1 0,071 Atum Negativo
A108 3 0,214 Salmao Positivo
A110 2 0,142 Salméo Negativo
Al115 2 0,142 Atum Negativo
Al116 4 0,285 Salmao Positivo

3.4. Producéo de p-lactamases de espectro estendido pelos isolados de Escherichia
coli

Entre os membros da familia Enterobacteriaceae, a disseminacdo de

cepas capazes de produzir B-lactamases de espectro estendido (ESBL) vem

apresentando interesse urgente de ordem mundial, visto que ha grande incidéncia
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dessas bactérias em diversas implicacGes relacionadas a saude (SILVA e
LINCOPAN, 2012).

No presente estudo, atendendo aos critérios do CLSI (CLSI, 2013) para a
deteccdo de cepas de E. coli produtoras de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL), verificou-se que trés (12,5%) entre os 24 isolados da bactéria nas
amostras apresentaram resultado positivo. Esses trés isolados foram oriundos de
duas amostras de sashimi de salméo.

Observa-se que as taxas de prevaléncia de cepas de E. coli produtoras de
ESBL sdo bastante distintas no mundo todo. Na Europa, essa prevaléncia
corresponde a 11% das cepas, nos EUA a 3,3%, no Canadd, 4%, e na América
Latina, como um todo, 8,5%. Especificamente no Brasil, cerca de 9% das cepas
de E. coli séo produtoras de ESBL (WINOKUR, 2001).

Estudos realizados por Boonyasiri et al. (2014) e Brahmi et al. (2014) com
E. coli isoladas de amostras de peixes, relatam percentuais inferiores aos
observados nesse estudo, ou seja, 7,3% das cepas foram positivas para a produgéo
de B-lactamases. Entretanto, Jiang et al. (2012) e Nguyen et al. (2016), com
estudos pesquisando o mesmo tipo de amostras de peixe, encontraram indices
superiores de cepas de E. coli produtoras da enzima aos encontrados no presente
estudo, com 17% identificadas como produtoras de PB-lactamases e 29,3%
identificadas como produtoras de p-lactamases, respectivamente.

O surgimento desse tipo de mecanismo de resisténcia antimicrobiana é
justificado pelas praticas atuais de utilizacdo de antibidticos na producdo animal,
principalmente na aquicultura (NGUYEN et al., 2016). A adicdo de agentes
antimicrobianos na racdo, como promotores de crescimento € uma das principais
causas de surgimento de resisténcia antimicrobiana em patégenos, tais como E.

coli.

Conclusao

Apesar dos resultados do presente estudo demonstrarem que os isolados de E.

coli das amostras de sashimi n&o apresentarem reagéo positiva para a presenca das cepas

diarreiogénicas EPEC, EIEC e EHEC, alguns isolados apresentaram resisténcia aos

antimicrobianos comumente empregados no controle da infecgéo. A presenca da E. coli

por si s6 j& demonstra 0 ndo atendimento as Boas praticas de Fabricacdo (BPF) no

preparo do alimento nos restaurantes. Como agravante, verificou-se a presenga de
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isolados multirresistentes a alguns dos antibidticos e a producdo de ESBL, o que se
traduz em preocupacdo, necessitando alertar os profissionais de satde publica e os
profissionais da area de producdo de pescado para 0 monitoramento constante na
utilizacdo de antimicrobianos na terapéutica veterindria, principalmente na aquicultura,

para o controle da disseminacdo do microrganismo e dos seus genes de resisténcia.
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