Universidade
Estadual de LondRrina

LUIS EDUARDO DE SOUZA GAZAL

MONITORAMENTO LONGITUDINAL E CARACTERIZACAO
DE ESCHERICHIA COLI RESISTENTES AOS
ANTIMICROBIANOS ISOLADAS DO AMBIENTE DE
PRODUCAO DE FRANGO DE CORTE DO SUL DO BRASIL

Londrina
2019



Ficha de idenfificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragio
Automatica do Sistema de Biblictecas da UEL

Z289m Gazal, Luis Eduardo de.
Monitoramento longitudinal e caracterizagdo de Escherichia coli resistentes
aos antimicrobianos isoladas do ambiente de produgdo de frango de corte do
sul do Brasil f Luis Eduardo de Gazal. - Londrina, 2019,
1011

Crientador: Renata Katsuko Takayama Kobayashi.

Coorientador: Benito Guimaries de Brito.

Tese (Doutorado em Microbiclogia) - Universidade Estadual de Londring,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds-Graduacdo em Microbiologia,
2019,

Inclui bibliografia.

1. Escherichia coli resistente acs antimicrobianos - Tese. 2. Frango de corte -
Tese. 3. Beta-latdmicos - Tese. 4. Fosfomicina - Tese. |. Kobayashi, Renata
Katsuko Takayama. Il Brito, Benito Guimardes de. lll. Universidade Estadual de
Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos-Graduacdo em
Microhiologia. V. Titulo.

CDU 579




LUIS EDUARDO DE SOUZA GAZAL

MONITORAMENTO LONGITUDINAL E CARACTERIZACAO
DE ESCHERICHIA COLI RESISTENTES AOS
ANTIMICROBIANOS ISOLADAS DO AMBIENTE DE
PRODUCAO DE FRANGO DE CORTE DO SUL DO BRASIL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial a
obtenc¢é&o do Titulo de Doutor em Microbiologia.

Orientadora: Profa. Dra. Renata Katsuko
Takayama Kobayashi

Co-orientador: Dr. Benito Guimaraes de Brito

Londrina
2019



LUIS EDUARDO DE SOUZA GAZAL

MONITORAMENTO LONGITUDINAL E CARACTERIZACAO DE
ESCHERICHIA COLI RESISTENTES AOS ANTIMICROBIANOS
ISOLADAS DO AMBIENTE DE PRODUCAO DE FRANGO DE CORTE
DO SUL DO BRASIL
Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Microbiologia da Universidade

Estadual de Londrina, como requisito parcial a
obtenc¢é&o do Titulo de Doutor em Microbiologia

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Renata Katsuko
Takayama Kobayshi
Universidade Estadual de Londrina — UEL

= .. K]

Prof. Dr. Gerson Nakazato
Universidade Estadual de Londrina — UEL

M-M,;m & ﬁfi:fz_

Profa. Dra. Ana Angelita Sampaio Baptista
Universidade Estadual de Londrina — UEL

_4{4_' _9":;':_ i é __urL/'./{L&axg

Profa. Dra. Eliana Carolina Vespero
Universidade Estadual de Londrina — UEL

il Tfioich 52

Dra. Kelly Cristina Tagliari de Brito
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor — IPVDF

Londrina, 23 de setembro de 2019.



“N6s ndo somos 0 que gostariamos de ser.
N6és ndo somos o0 que ainda iremos ser,
mas, gracas a Deus, ndo somos mais quem
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GAZAL, Luis Eduardo de Souza. Monitoramento longitudinal e caracterizacédo de
Escherichia coli resistentes aos antimicrobianos isoladas do ambiente de
producéo de frango de corte do sul do Brasil. 2019. 102 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Escherichia coli resistente a antimicrobianos como fosfomicina, colistina, aléem das
produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC tem emergido
na saude humana. O uso néo racional de antimicrobianos na avicultura contribui
com a selecdo de bactérias resistentes nestes ambientes, com a possibilidade de
transmissao destas cepas ao homem, por meio da cadeia alimentar. Desta forma, o
objetivo do nosso estudo foi realizar um monitoramento longitudinal em granjas de
frango de corte no sul do Brasil, visando determinar pontos criticos durante a
producdo das aves para a ocorréncia de E. coli multirresistente. Para isso, foram
realizadas trés coletas em oito granjas (trés Parana e cinco Rio Grande do Sul), em
periodo distintos (1° dia de producéo; 18° ao 22° dia; 40° dia), entre 0s meses de
fevereiro de 2016 a marco de 2018. Foram coletadas amostras de cama de aviério,
suabe de cloaca, ragdo, agua e “cascudinhos” (Alphitobius sp.). Todas E. coli
isoladas foram submetidas a testes de antibiograma para verificar a susceptibilidade
aos antimicrobianos e confirmar a producédo de ESBL. Além disso, o método de PCR
foi aplicado para investigar a presenca de genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos, os grupos filogenéticos e os grupos de incompatibilidade plasmidial
(Inc Group). Cinquenta e oito E. coli do PR e 59 E. coli do RS foram isoladas,
totalizando 117. Uma alta frequéncia de multirresisténcia foi observada entre os
isolados do PR (90%) e do RS (70%). Aproximadamente, 67% foram positivas para
a producéo de ESBL. Por meio da andlise de regressao logistica foi possivel verificar
a razdo de chances (OR) da presenca de E. coli produtora de ESBL em funcao da
origem de isolamento. E. coli produtora de ESBL tem 4.33 vezes mais chances de
ser encontrada na cama de frangos e 612 vezes mais chances em cascudinhos. O
gene codificando para B-lactamases do tipo ESBL predominante foi o blacrx-wm2.
Referente ao tipo AmpC foram encontrados apenas o0 gene cit, em 13% dos
isolados. O gene da colistina foi observado em apenas um isolado do RS,
entretanto, cerca de 26 isolados do PR foram resistentes a fosfomicina e 19
apresentaram o gene fosA3. Surpreendentemente, foi observado que o gene fosA3
tem aproximadamente 17 vezes mais chances de estar associado ao gene blacrx-mi,
indicando que o uso de fosfomicina na producdo pode co-selecionar cepas proutoras
de ESBL. Este € o primerio relato da presenca de E. coli abrigando o gene fosA3
isolada da producéo de frangos de corte no Brasil. A fosfomicina € um importante
antimicrobiano usado na clinica humana, e seu uso na avicultura é de grande
preocupacdo a saude publica. Nosso estudo sugere que a cama de frango e 0s
cascudinhos séo pontos criticos dentro da producédo de frangos de corte e uma
potencial fonte de bactérias multirresistentes. Dessa forma, estratégias de
monitoramento e melhorias nas praticas de manejo devem ser elaboradas a fim de
reduzir o numero de bactérias multirresistentes neste ambiente.

Palavras Chave: B-lactamicos. E. coli. Multirresisténcia. Fosfomicina. Frangos.



GAZAL, Luis Eduardo de Souza. Longitudinal monitoring and characterization of
antimicrobial resistant Escherichia coli isolated from broiler chicken
production environment in southern Brazil. 2019. 102 p. Thesis (Doctorate in
Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Escherichia coli resistant to antimicrobials such as fosfomycin, colistin, as well as
producers of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and AmpC have emerged
in human health. The non-rational use of antimicrobials in poultry contributes to the
selection of resistant bacteria in these environments, with the possibility of
transmission of these strains to humans through the food chain. Thus, the objective
of our study was to perform longitudinal monitoring in poultry farms in southern Brazil,
aiming to determine critical points during poultry production for multiresistant E. coli
occurrence. For this, three collections were performed in eight farms (three in Parana
and five in Rio Grande do Sul), in different periods (1st day of production; 18th to
22nd day; 40th day), between February 2016 and March 2018. Samples were
collected from poultry litter, cloaca swab, feed, water and "little beetle" (Alphitobius
sp.). All isolated E. coli underwent antibiogram tests to check antimicrobial
susceptibility and confirm ESBL production. In addition, the PCR method was applied
to investigate the presence of genes that confer resistance to antimicrobials,
phylogenetic groups and plasmid incompatibility groups (Inc Group). Fifty-eight E.
coli from PR and 59 E. coli from RS were isolated, totaling 117. A high frequency of
multidrug resistance was observed among PR (90%) and RS (70%) isolates.
Approximately 67% were positive for ESBL production. Through logistic regression
analysis it was possible to verify the odds ratio (OR) of the presence of ESBL-
producing E. coli as a function of the isolation source. ESBL producing E. coli were
found to be 4.33 times more likely in poultry litter and 612 times more chance in little
beelte. The predominant ESBL type [-lactamases coding gene was blactx-mz.
References to the AmpC type were found only in the cit gene in 13% of isolates. The
colistin gene was observed in only one RS isolate, however, about 26 PR isolates
were fosfomycin resistant and 19 presented the fosA3 gene. Surprisingly, it was
observed that the fosA3 gene is approximately 17 times more likely to be associated
with the blactx.m1 gene, indicating that the use of fosfomycin in production may co-
select ESBL-producing strains. This is the first report of the presence of E. coli
harboring the fosA3 gene isolated from broiler production in Brazil. Fosfomycin is an
important antimicrobial used in the human clinic, and its use in poultry farming is of
great public health concern. Our study suggests that poultry litter and little beetle are
critical points within broiler production and a potential source of multidrug resistant
bacteria. Therefore, monitoring strategies and improvements in management
practices should be designed to reduce the number of multidrug resistant bacteria in
this environment.

Key-words: B-lactams. E. coli. Multidrug resistance. Fosfomycin. Poultry.
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1.0 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil tem se destacado no mercado internacional
como grande produtor e exportador de carne de frango, segundo dados da
Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2018). Atualmente, o pais é o
maior exportador do produto no mundo, com aproximadamente 4,3 milhdes de
toneladas, e ocupa a segunda colocagdo como produtor, com
aproximadamente 13 milhées de toneladas de carne de frango produzidas em
2017. A regido sul concentra a maior parte da producao de frango de corte
nacional, representando 64%, liderado pelo estado do Parana que detém 34%
da producédo. Cerca de 67% da producéo de 2017, ou seja, em torno de 8,7
milhdes de toneladas foram destinados ao mercado interno e 0 consumo per
capita de carne foi de 42 kg/hab (ABPA, 2018). Tendo em vista esse cenario,
fica claro a importancia do setor para a economia, para a sociedade brasileira,
e para sua visibilidade no mercado internacional. Assim, a busca por melhoras
na producdo e na qualidade do produto sdo necessarias para consolidar a
producao brasileira no mercado mundial.

Durante a producdo, 0 manejo e a aplicacdo de boas praticas de
biosseguridade sé&o essenciais para a obtencao de bons resultados. Entretanto,
no tipo de producdo de frangos de corte, caracterizada por um sistema
intensivo, € inevitdvel a presenca de bactérias patogénicas. Dessa forma, a
utilizacdo de antimicrobianos é realizada para minimizar os problemas
causados por tais microrganismos na sua producdo. A aplicacdo desses
antimicrobianos pode ser realizada para fins profilaticos, terapéuticos ou para
promocao do crescimento das aves (BEZERRA et al., 2017). Porém, discute-se
muito a administracdo desses antimicrobianos na producdo em vista dos
problemas associados ao surgimento de bactérias resistentes. Diversos sao 0s
trabalhos mostrando o perfil de resisténcia de bactérias isoladas de carcagas
de frango (KOGA et al., 2015; KOGA et al., 2019; CYOIA et al., 2019). No
Brasil, ao longo dos ultimos anos diversas normativas foram implementadas
proibindo a utilizacdo de certos antimicrobianos, como por exemplo B-
lactamicos, como promotores de crescimento (MAPA, 2019a). Entretanto, ainda
€ observado que muitos isolados bacterianos, oriundos de frangos de corte,

apresentam resisténcia a estes antimicrobianos, tornando necessaria uma
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pesquisa mais acurada quanto as fontes destes microrganismos
multirresistentes.

Entre as bactérias mais pesquisadas em amostras de frangos esta E.
coli, um bacilo Gram-negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, que
habita o trato gastrointestinal de animais de sangue quente incluindo o homem.
Por ser comum a microbiota destes animais e ser responsavel por doencas
intestinais e extra-intestinais no homem, E. coli se apresenta como um
importante modelo de estudo (DE JONG et al., 2011). Além disso, o facil
crescimento em condicbes laboratoriais e a versatilidade genética, que
permitem E. coli adquirir e excisar genes de viruléncia e de resisténcia com
facilidade (DONNENBERG, 2013), mostram que esta bactéria pode se
apresentar como indicadora da presenca desses genes no ambiente.

Nos ultimos anos, muitas pesquisas envolvendo E. coli e seu perfil de
resisténcia foram realizadas, sobretudo aquelas que investigaram a presenca
de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC (EWERS et al.,
2012; POIREL et al.,, 2018; SALIU et al., 2017;). Bactérias produtoras de
ESBL/AmpC foram observadas inicialmente na medicina humana, entretanto
estudos recentes mostram que estas bactérias estdo cada vez mais presentes
na producdo de frangos de corte (SMET et al., 2009; DIERIKX et al., 2013;
LAUBE et al., 2013; LAUBE et al., 2014; BLAAK et al., 2015; KOGA et al.,
2015; DIERIKX et al.,, 2018; CYOIA et al., 2019; KOGA et al., 2019). Na
producdo animal, antimicrobianos B-lactamicos como as cefalosporinas,
selecionam bactérias da familia Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL/AmpC, como E. coli (EFSA, 2011). Os genes que codificam essas
enzimas (genes bla) podem estar inseridos em elementos genéticos moveis,
como plasmideos, integrons e transposons, e assim facilmente serem
transferidos aos membros da familia Enterobacteriaceae.

Este trabalho teve a finalidade de monitorar o ambiente de producao dos
frangos de corte, com o intuito de verificar pontos criticos durante a producao,
que influenciassem na disseminacédo ou permanéncia de E. coli produtora de
ESBL/AmpC.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Monitorar e caracterizar a presenca de E. coli produtora de
ESBL/AmpC na producédo de frangos de corte.

2.2 Objetivos Especificos

- Isolar e identificar E. coli produtora de ESBL/AmpC dos pintainhos,
frangos e elementos da producao (dgua, racao, cama de frango e cascudinho).

- Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente E. coli produtoras de
ESBL/AmpC.

- Pesquisar genes de resisténcia a fosfomicina e colistina.

- Classificar os plasmideos envolvidos na resisténcia quanto aos grupos
de incompatibilidade (Inc. group).

- Verificar a quais grupo filogenético pertencem os isolados.

- Avaliar a similaridade clonal entre os isolados de E. coli produtora de
ESBL.

- Avaliar os fatores de risco envolvidos na ocorréncia de E. coli produtora
de ESBL/AmpC.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panoramada producéao de frangos de corte mundial

Nas décadas de 70 e 80, o aumento da populacdo mundial e da
urbanizacdo, promovida pelo éxodo rural, estimulou a intensificacdo da
producdo de frangos de corte (KORB, 2014). Aves que inicialmente eram
criadas de forma livre (aves caipiras) passaram a ser criadas em um sistema
de confinamento, possibilitando o aumento do niumero de aves por granja, e
consequentemente, um aumento na produtividade (NARROD; TIONGO, 2012).
As mudancas tecnoldgicas aplicadas na producdo foram um dos principais
fatores que impulsionaram o crescimento da avicultura no mundo (MOTTET,;
TEMPIO, 2017). No Brasil, até a década de 50, a avicultura era uma atividade
basicamente de subsisténcia e ndo possuia recursos ou incentivos
empresariais para seu desenvolvimento. Porém, a partir da década de 60,
linhagens hibridas vindas dos Estados Unidos foram introduzidas no sistema e
melhoramentos gradativos no manejo das aves otimizaram os padrbes de
criacdo (VIEIRA; DIAS, 2005). Na década de 70, as industrias avicolas foram
se modernizando, gragas a novas politicas agricolas de crédito subsidiado e
instalacdo de frigorificos (R1ZZI, 1993). Além disso, métodos de melhoramento
genético em aves foram implantados, vacinas foram desenvolvidas e inovacdes
tecnoldgicas introduzidas (BELUSSO; HESPANHOL, 2010).

Nos ultimos anos, a economia mundial de alimentos observou mudancas
significativas no aumento do consumo de produtos de origem animal
(ROBINSON et al., 2014). Um relatério produzido pela Divisdo de Comércio e
Mercado da Food and Agriculture Organization (FAO) estima que a producao
global de carnes, prevista para todo o ano de 2019, sera de 337 milhdes de
toneladas. O relatério mostrou ainda um aumento de 2,8% na producdo de
carnes de frango em 2019, comparado ao ano de 2018 (FAO, 2019). A carne
de frango e ovos estdo entre os alimentos de origem animal mais consumidos
mundialmente (MOTTET; TEMPIO, 2017). Entre os anos de 1961 e 2009, o
consumo global de carne de frango per capita aumentou de 2,88 kg para 14 kg
(FAOSTAT, 2019). Este aumento no consumo foi reflexo do crescimento no

setor, apoés a intensificacdo e modernizagcao na producéo de frangos de corte.
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Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA),
em 2017, os Estados Unidos produziram cerca de 18,5 milhdes toneladas de
carne de frango, seguido pelo Brasil (13 milhdes toneladas) e pela Uniao
Europeia (11,7 milhdes toneladas). O mesmo relatério ainda aponta que o
Brasil lidera o ranking mundial de exportacfes, fornecendo aproximadamente
cerca de 4,3 milhdes de toneladas de carne de frango a diversos paises,
principalmente aos do Oriente Médio (ABPA, 2018). No pais, a regido sul
detém grande parte da producdo nacional de frangos de corte, atingindo 64%.
O estado do Parana é o lider nacional, totalizando em 2017, a producéo de
aproximadamente 1,7 bilhdes de aves (ABPA, 2018; SINDIAVIPAR, 2019).

3.2 Utilizagao e regulamentacéo de antimicrobianos na avicultura

A introducdo dos antimicrobianos na veterinaria ocorreu logo apés a
comercializacdo desses farmacos na saude humana. Alguns farmacos séo de
uso exclusivo na veterinaria, entretanto, pertencem as mesmas classes de
antimicrobianos  utilizados na saude humana (VAN PUYVELDE;
DEBORGGRAEVE; JACOBS, 2018). Na década de 40, os antimicrobianos
tinham sido introduzidos na producdo de frangos de corte com o intuito de
melhorar a produtividade (STOKSTAD et al.,, 1949). Guardabassi e Kruse
(2008) descrevem quatro formas de administracdo desses farmacos na
producdo: (1) como medida terapéutica, onde a aplicacdo € realizada
individualmente para tratamento do animal doente; (2) como medida profilatica,
na prevencao de possiveis doencas; (3) como medida metafilatica, aplicada a
todos os animais de um lote, onde uma parcela apresenta sinais clinicos
(tipicamente utilizada durante um surto); (4) como promotores de crescimento,
onde o propdsito é utilizar estes farmacos como suplementos nas racées, em
doses subterapéuticas, para reduzir a conversao alimentar e aumentar o ganho
de peso dos animais.

Diversas classes de antimicrobianos como - glicopeptideos, beta-
lactamicos, quinolonas, estreptograminas, macrolideos, tetraciclinas e
sulfonamidas - podem ser usadas na producdo animal (SARMAH; MEYER;
BOXALL, 2006). As vantagens econémicas e na saude animal proporcionadas
pelo uso dos antimicrobianos revolucionaram a pecuaria mundial (APATA,

2011). Entretanto, devido aos problemas relacionados a resisténcia aos
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antimicrobianos, diversos paises tém proibido o uso de muitos desses
farmacos para promocdo de crescimento na dieta animal. A Unido Europeia
proibiu a venda de antimicrobianos para fins de promocao de crescimento na
producgéo animal a partir de janeiro de 2006 (REGULATION (EC) n° 1831/2003,
2003). Nos Estados Unidos, o Food and Drug Administration (FDA) sugeriu a
retirada progressiva de antimicrobianos administrados para o mesmo fim (US
FDA, 2013). Segundo relatério do 6rgdo publicado em 2018, houve uma
reducdo de 28% do montante de antimicrobianos vendidos para uso veterinario
entre os anos de 2009 e 2017 (US FDA, 2018).

No Brasil, o érgédo responsavel pela regulamentacéo e fiscalizacdo do
uso de antimicrobianos como promotores de crescimento na producédo animal é
0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), através da Lei
6.198 de 26/12/1974 regulamentada pelo Decreto 6.296 de 11/12/2007
(BEZERRA et al., 2017). Desde 1998, varios antimicrobianos sdo proibidos na
producdo animal para esta finalidade, como: avoparcina (Oficio DFPA n°
047/1998), cloranfenicol e nitrofuranos (Instrugdo Normativa 9, 27 de maio de
2003), anfenicéis, tetraciclinas, B-lactamicos, quinolonas e sulfonamidas
sistémicas (Instrucdo Normativa 26, 9 de julho de 2009, revoga portaria
193/1998), espiramicina e eritromicina (Instrugcdo Normativa 14, 17 de maio de
2012), sulfato de colistina (Instrugdo Normativa 45, 22 de novembro de 2016).
Recentemente, o uso de tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina e
tiamulina também foram restringidos, por meio da Portaria 171, de 13 de
dezembro de 2018. Considerando a ultima portaria de 2018, ainda sao
liberados para 0 uso o0s agentes, clorexidina, enramicina, halquinol e
flavomicina (MAPA, 2019a).

3.3 Antimicrobianos e os mecanismos de resisténcia
3.3.1 B-lactamicos

Os B-lactamicos sdo a classe mais utilizada de antimicrobianos no
combate a infeccbes bacterianas e possuem uma ampla quantidade de
compostos. Desde a descoberta da benzilpenicilina, na década de 20 por
Alexander Fleming, muitos derivados da penicilina e outros compostos foram
descobertos (BUSH; BRADFORD, 2016). Todos os antimicrobianos desta



19

classe caracterizam-se por compartilharem um anel B-lactamico, presente no
centro da molécula, responsavel pela atividade antimicrobiana (PRESCOTT,
2006). Atualmente, os B-lactamicos séo divididos em 4 grupos, baseados na
estrutura molecular. Trés grupos possuem uma estrutura biciclica, ou seja, um
segundo anel fundido ao anel B-lactamico. Esses grupos sdo: as penicilinas
(anel tiazolidina); as cefalosporinas (anel di-hidrotiazina); e os carbapenémicos
(pirrolina). O quarto grupo, chamado de monobactamicos, apresenta um
sistema monociclico (TOOKE et al., 2019).

Além desses grupos, existem substancias que atuam como importantes
inibidores de B-lactamases (enzimas que degradam os antimicrobianos B-
lactamicos). Estas substancias apresentam semelhancas com as moléculas
dos B-lactamicos, entretanto, possuem baixa atividade antimicrobiana (DECK;
WINSTON, 2017). Um dos principais inibidores de B-lactamases € o acido
clavulanico. Este antimicrobiano isolado de Streptomyces clavurigerus, atua
como um potente inibidor de B-lactamases, e atua sinergicamente com
penicilinas e cefalosporinas contra bactérias entéricas produtoras dessas
enzimas (BUSH; BRADFORD, 2016; READING; COLE, 1977).

Em 1965, Tipper e Strominger descreveram pela primeira vez o
mecanismo de acdo dos B-lactamicos. O anel B-lactamico mimetiza a porcéo
terminal do pentapepti.deo (D-alanina-D-alanina) lateral da peptideoglicana,
gue compde a parede celular bacteriana. Dessa forma, o anel B-lactamico liga-
se ao residuo de serina das transpeptidases (chamadas de Penicilin Binding
Proteins — PBPs), impedindo que estas enzimas realizem a ligagdo cruzada
entre as cadeias glicana, desestabilizando a parede celular bacteriana
(TIPPER; STROMINGER, 1965).

Entre os mecanismos de resisténcia conhecidos aos B-lactamicos, o
mais prevalente entre as bactérias ocorre pela producdo de B-lactamases
(LIVEMORE, 2012). Atualmente, mais de 2000 B-lactamases séo identificadas
baseadas em sua caracteristica de hidrolise e sequéncia de aminoacidos Unica.
A nomenclatura dessas enzimas pode seguir critérios como, substrato de
atuacao (FOX), local de descoberta (OHIO) ou nome do paciente no qual a
bactéria foi isolada (Temoniera - TEM) (BONOMO, 2017). As [B-lactamases

podem ser classificadas com base em suas caracteristicas bioquimicas
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(enzimaticas) (BUSH; JACOBY, 2010) ou de acordo com suas estruturas
moleculares. (AMBLER, 1980). O esquema proposto por Bush e Jacoby divide
as enzimas em grupos de 1 a 4, e baseia-se no substrato de preferéncia da
enzima e de sua inativagdo por inibidores especificos. J& 0 esquema proposto
por Ambler, classificam as enzimas nos tipos A, B, C e D, levando em
consideracdo a similaridade da estrutura enzimatica e sequéncia de
aminoacidos (BONOMO, 2017).

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) possuem a capacidade
de hidrolisar um amplo espectro de antimicrobianos B-lactamicos, como as
penicilinas, as cefalosporinas de 3° e 4° geracdo e o aztreonam, porém Sao
inibidas pelo acido clavulanico (DIERKX et al., 2013). As ESBL pertencem ao
grupo A do esquema de Ambler, e aos grupos 2be e 2d do esquema de Bush-
Jacoby (DHILLON; CLARK, 2011). Os genes que codificam as enzimas ESBL
(bla) podem estar inseridos em elementos genéticos méveis, como plasmideos,
integrons e transposons. Entre as varias familias de ESBL as mais comuns sao
a SHV (blasny), TEM (blatem) € a CTX-M (blactx-m) (CARATTOLI, 2008; SMET
et al., 2009).

As B-lactamases do tipo CTX-M ndo apresentam relacdo proxima com
as ESBL do tipo TEM ou SHV, e devido a similaridade com os genes
cromossomais do género Kluyvera, acredita-se que se originaram da aquisicéo
de um plasmideo, contendo um gene cromossomal presente em Kluyvera spp.
As enzimas CTX-M sao agrupadas de acordo com a similaridade da sequéncia
de aminoacidos em cinco grupos distintos, CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 e CTX-M-25 (CANTON; COQUE, 2006; CANTON et al., 2008). A primeira
B-lactamase codificada por um elemento genético mével foi a enzima TEM-1,
isolada de uma E. coli. As ESBL do tipo TEM e SHV séo derivadas de enzimas
de espectro restrito TEM-1, TEM-2 e SHV-1, codificadas por genes blasyy €
blarem (CANTON et al., 2008).

As B-lactamases do tipo AmpC conferem a bactéria resisténcia as
penicilinas, cefalosporinas de 2° e 3° geracdo e ndo sdo inibidas pelo acido
clavulanico, entretanto sdo sensiveis as cefalosporinas de 4° geracdo e aos
carbapenémicos (DIERKX et al., 2013; EFSA, 2011). Pertencem ao grupo C no
esquema de Ambler e ao grupo 1 no esquema de Bush-Jacoby (DHILLON;
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CLARK, 2011). Sao codificadas em genes cromossdmicos ou plasmidiais, e
atualmente, as AmpC associadas a plasmideos sdo divididas em 6 grupos
(CIT, MOX, EBC, FOX, DHA e ACC) (JACOBY, 2009).

3.3.2 Fosfomicina

A fosfomicina, inicialmente denominada como “fosfonomicina”, € um
composto antimicrobiano antigo, descoberto em 1969 na Espanha. E produzido
por espécies do género Streptomyces, como por exemplo, S. fradiae, S.
viridochromogenes e S. wedmoresis (HENDLIN et al, 1969). Este
antimicrobiano é um derivado de &cido fosfénico e apresenta um peso
molecular baixo, com cerca de 183 Da (RAZ, 2011). A fosfomicina pode ser
encontrada em duas formas para administragao: (1) fosfomicina-trometamol
(FOT) e fosfomicina calcica (FOC) para via oral; (2) fosfomicina sédica para via
parenteral. Entre as op¢des para administracao oral, a FOT (biodisponibilidade
de 40%) é a formulacdo mais utilizada, uma vez que é rapidamente absorvida
pelo sangue, se comparada a FOC (biodisponibilidade de 12%)
(MICHAPOPOULGQOS; LIVIDITIS; GOUGOUTAS, 2011).

Com relacdo ao seu mecanismo de acédo, a fosfomicina atua como um
agente bactericida, onde inibe a sintese de peptideoglicano (FALAGAS et al.,
2016). A fosfomicina atua no primeiro passo da sintese do precursor de
peptideoglicano, o acido UDP-N-acetiimuramico (UDP-MurNAc), ligando-se
covalentemente ao sitio ativo da enzima UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvil
transferase (MurA), inativando-a. Esta proteina MurA, catalisa a reacdo de
transferéncia do grupo enolpiruvil para o grupo 3’-hidroxil de UDP-N-
acetilglucosamina (UNAG) (ESCHENBURG; PRIESTMAN; SCHONBRUNN,
2005). O mecanismo de acédo da fosfomicina se mostra Unico se comparada a
outros antimicrobianos como os B-lactamicos ou glicopeptideos. Isso mostra
gue a fosfomicina pode atuar em sinergismo com outros antimicrobianos como
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e B-lactamcos (CHIN; NEU; NEU, 1986).

Alguns dados de susceptibilidade in vitro, sugerem que a fosfomicina
possui um grande atividade contra bactérias gram-negativas da familia das
Enterobacteriacerae (E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Klebsiella spp.
Enterobacter spp. Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus mirabilis) e também

contra bactérias gram-positivas como Enterococcus faecalis e E. faecium
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(especialmente vancomicina resistente), Staphylococcus aureus
(especialmente meticilina resistente) e S. epidermidis (FALAGAS et al., 2016).
Entretanto, algumas bactérias gram-negativas ndo fermentadoras, como
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, possui resisténcia
intrinseca a fosfomicina (FALAGAS et al., 2009).

A resisténcia a fosfomicina pode ocorrer por meio de mutacées no gene
murA que leva a modificacbes no sitio ativo da enzima MurA, impedindo a
ligacdo do antimicrobiano. A molécula de fosfomicina utiliza 0s mesmos canais
de transporte para o glicerol e outros carboidratos. Assim, mutacdes em genes
estruturais que codificam esses transportadores (GlpT e UhpT) também podem
tornar as bactérias resistentes a fosfomicina (FALAGAS et al., 2018).

As bactérias podem adquirir genes codificados em plasmideos que
conferem resisténcia a fosfomicina. A enzima Fos (codificada pelo gene fosA)
utiliza fons de manganés (Mn*?) ou potassio (K*) como cofatores e modifica a
molécula da fosfomicina por adicio de um grupo sulfidrila
(VENKATESWARAN; WU, 1972). O gene é amplamente encontrado em
Enterobacteriaceae e novos subtipos tém sido identificados: fosA2, fosA3,
fosA5, fosA6 (FALAGAS et al., 2018).

3.3.3 Caolistina

A colistina pertence a classe das polimixinas, isoladas do microrganismo
Paenibacillus polymyxa (REBELO et al., 2018). Também conhecida como
polimixina E, foi descoberta na década de 40, e utilizada no combate de
infeccdes causadas por bactérias gram-negativas (LIM et al., 2010). Séo
peptideos catibnicos que interferem na membrana externa carregada
negativamente levando ao rompimento da estrutura e consequente morte da
bactéria (GISKE, 2015). Devido a sua toxicidade e a falta de estudos com
relacdo a sua farmacocinética e farmacodinamica, o uso da colistina para
tratamento declinou entre os anos de 1970 e 1990 (LI et al., 2006). Nos ultimos
anos o composto foi reintroduzido como um antimicrobiano de udltimo recurso
contra infecgbes por bactérias multirresistentes (WANG et al., 2017). Uma das
formas disponiveis da colistina é o sulfato de colistina, um composto cationico

estavel, administrado topicamente (LI et al., 2003). A colistina possui por¢cdes
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hidrofilicas e lipofilicas que interagem eletrostaticamente com a membrana
externa das bactérias Gram-negativas, mais especificamente com a porcéo
lipopolissacaridica (LPS) (MOFFATT et al., 2010). Essa interacdo competitiva
desloca certos ions divalentes, como magnésio e calcio, presentes nos lipidios
de membrana (DIXON; CHOPRA, 1986), causando 0 rompimento da
membrana. A colistina, além de causar a morte celular por lise da membrana,
atua como antiendotoxina, devido sua afinidade pelo LPS (LI et al., 2005).

Assim, alteracdes nas moléculas de LPS diminuem a interac@o entre a
membrana externa e as polimixinas. Isso € possivel pela adicdo de porcdes
catibnicas como a fosfoetanolamina (pEtN) ou 4-amino-4-desoxi-L-arabinose
(L-Ara4N) a grupos fosfato presente no lipidio A do LPS. A adicdo dessas
moléculas reduz a carga anibnica da superficie celular (JEANOT; BOLARD;
PLESIAT, 2017), e consequentemente a forca de interacdo. Essas
modificagcdes envolvem a ativagdo de um sistema de dois componentes (Two-
component system — TCS) que regula a expressdo dos genes responsaveis
pelas modificagdes da estrutura do LPS (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).
Esses TCS sdo sistemas presentes em diversas bactérias que auxiliam na
regulacdo da expressdo de diferentes fatores de viruléncia e resisténcia
(GIRARDELLO; GALES, 2012).

Além da resisténcia mediada por genes cromossomais, existem também
genes que conferem resisténcia a colistina associados a plasmideos. Na China,
um grupo de pesquisadores detectaram pela primeira vez o gene mcr-1
presente em um plasmideo carreado por uma cepa de E. coli (LIU et al., 2016).
O gene codifica uma enzima que adiciona uma pEtN ao lipidio A que compbe o
LPS, conferindo assim resisténcia a colistina (MACNAIR et al., 2018).
Atualmente 5 genes mcr sdo descritos (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5) e
foram isolados de membros da familia Enterobacteriaceae (REBELO et al.,
2018).

3.3.4 Quinolonas
Os agentes antimicrobianos, pertencentes a classe das quinolonas, séao
produzidos sinteticamente em laboratério, ou seja, ndo sédo produtos do

metabolismo de microrganismos (ANDRIOLE, 2005). O primeiro agente
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conhecido desta classe foi o acido nalidixico, descoberto acidentalmente por
Lesher e colaboradores em 1962, durante a sintese da cloroquina, um
composto antimalarico (LESHER et al., 1962).

Essencialmente, as quinolonas possuem como alvos nha célula
bacteriana duas enzimas topoisomerases, a DNA topoisomerase do tipo IV e a
DNA girase (HOOPER; JACOBY, 2016). A topoisomerase do tipo IV é
composta por dois pares de subunidades chamadas de ParC e ParE e possui
uma forte atividade de desencadeamento ou decatenacéo, quebrando e unindo
o DNA (REECE; MAXWELL, 1991). Assim como a topoisomerase do tipo IV, a
DNA girase possui dois pares de subunidades, chamadas de GyrA e GyrB,
codificadas pelos genes gyrA e gyrB respectivamente, e atuam no
superenovelamento do DNA (KAMPRANIS; MAXWELL, 1996).

As quinolonas ligam-se de forma reversivel as topoisomerases, proximo
ao sitio ativo da enzima, que esta ligada provisoriamente ao DNA
(LAPONOGOV et al.,, 2009). Assim, quando as forquilhas de replicagcdo ou
processos transcricionais se deparam com 0s complexos enzimaticos
estabilizados pelos agentes da classe das quinolonas, quebras cromossémicas
permanentes ocorrem, levando a morte celular (ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014).

A resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas pode ocorrer por meio da
expressdo de genes de resisténcia plasmidiais (mediados ou adquiridos por
plasmideos), por genes de resisténcia cromossomais e/ou por mutacdes no
DNA, que alteram a composicdo do gene, e consequentemente, a forma da
enzima (ALDRED; KERNS; OSHEROFF, 2014). Quanto a resisténcia por
mutacdes, uma simples mudanca de um aminoacido que compde a DNA girase
ou a topoisomerase do tipo IV, pode conferir resisténcia as quinolonas.
(HOOPER; JACOBY, 2016). A segunda forma de resisténcia as
guinolonas/fluoroquinolonas ocorre por meio de genes plasmidiais (gnrA, qnrB,
gnrD, gnrS, AAC(6’)-Ib-cr, ogxAB, gepA). A resisténcia as quinolonas mediada
por plasmideos (Plasmid-mediated quinolone resistance — PMQR) foi relatada
no final dos anos 90, cerca de 12 anos apos a aprovacdo do uso do acido
nalidixico (MARTINEZ-MARTINEZ; PASCUAL; JACOBY, 1998). Por fim, a

terceira forma de resisténcia as quinolonas se da através de genes de
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resisténcia presentes no cromossomo bacteriano. A entrada ou influxo das
drogas se da por meio de sua passagem pela parede e membrana celular.
Diferentemente das bactérias gram-positivas, as bactérias gram-negativas
apresentam uma membrana externa, o que confere uma barreira adicional para
entrada de farmacos. Assim, o influxo desses farmacos pode ser facilitado por
canais chamados de porinas, presente em gram-negativas (ALDRED; KERNS;
OSHEROFF, 2014). Genes presentes no cromossomo bacteriano regulam a
expressado desses canais, e assim na presenca de agente antimicrobianos
como as quinolonas, a expressdo € diminuida conferindo assim uma certa
resisténcia (POIREL; CATTOIR; NORDMANN, 2008).

3.3.5 Tetraciclina

As tetraciclinas foram descobertas na década de 40, em um estudo
conduzido por Duggar e colaboradores (1948). Neste estudo, o composto
“aureomicina” foi obtido de culturas de Streptomyces aureofaciens,
denominado posteriormente de clortetraciclina (DUGGAR, 1948). Ja em 1950,
Finlay e colaboradores isolaram um metabdlito secundario de Streptocymes
rimosus inicialmente chamado de terramicina e depois oxytetraciclina (FINLAY
et al., 1950). Tanto a clortetraciclina quanto a oxytetraciclina compde a primeira
geracdo de antimicrobianos desta classe. Ao longo dos anos, modificagdes
foram realizadas a fim de melhorar as propriedades farmacocinéticas,
aumentar o potencial antimicrobiano e diminuir a toxicidade, dando origem a
novas geracdes (NGUYEN et al., 2014). As tetraciclinas atuam na inibicdo da
sintese proteica bacteriana, impedindo a associacdo do grupo aminoacil-tRNA
com o sitio ribossémico especifico (CHOPRA, 1994). As moléculas possuem
uma alta afinidade por uma regido da subunidade 30S ribossémica, mais
especificadamente bases da porcdo 16S rRNA e proteinas S7
(SCHNAPPINGER; HILLEN, 1996). A classe das tetraciclinas possui
antimicrobianos com amplo espectro de acdo, sendo muito eficazes contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bactérias intracelulares como
clamidias e rickettsias, e protozoarios parasitas (CHOPRA; ROBERTS, 2001).
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Existem duas formas nas quais as bactérias podem adquirir resisténcia
as tetraciclinas: através de mutacfes especificas no RNA ribossémco e por

expressao de determinantes tet e otr (NGUYEN et al., 2014).

3.4 Escherichia coli

Em 1885, o pediatra alem&o Theodor von Escherich isolou pela primeira
vez uma bactéria nomeada Bacterium coli commune, de fezes de criancas com
disenteria, que posteriormente seria denominada Escherichia coli (MERIC et
al., 2016). E. coli € uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (Classe Gammaproteobacteria, Ordem Enterobacteriales),
que compde a microbiota do trato gastrointestinal do homem e de outros
animais de sangue quente, como mamiferos e aves. Grande parte das cepas
de E. coli sdo comensais e conferem beneficios a seu hospedeiro, como a
sintese de acidos graxos e vitaminas (K e B), e protecdo contra bactérias
patogénicas por competicdo de sitios de colonizacdo (PROCOP et al., 2016).
Entretanto, existem cepas patogénicas capazes de causar doencas intestinais
em humanos, como as E. coli Diarreiogénicas (DEC), e doencas em sitios
extra-intestinais, como as E. coli patogénicas Extraintestinais (ExPEC)
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Em aves, E. coli patogénica para Aves
(APEC - “Avian Pathogenic E. coli” podem causar colibacilose, doenca
caracteristica por apresentar quadros como celulite, pericardite, salpingite e
septicemia (NAKAZATO, 2009).

Analises filogenéticas tém classificado as amostras de E. coli em 4
grupos, designados como grupos A, Bl, B2 e D. Por meio da presenca e
auséncia de determinados genes (chuA, yjaA) e um fragmento de DNA
(TspE4.C2) é possivel categorizar as cepas de E. coli (CLERMONT;
BONACORSI; BIGEN, 2000). Cepas extraintestinais sdo distintas
filogeneticamente de cepas intestinais. As cepas de EXPEC pertencem
principalmente aos grupos B2, e em menor frequéncia, ao grupo D, enquanto

as cepas comensais pertencem aos grupos A e B1 (TENAILLON et al., 2010).
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As cepas de DEC distribuiem-se pelos grupos B1, D e em menor frequéncia
pelo grupo A (SANTOS et al., 2009).

Por ser comum entre os hospedeiros, E. coli torna-se um importante alvo
em estudos epidemiolégicos. O fato desta bactéria ser facilmente manipulada
em laboratorio, possuir um rapido crescimento e adquirir facilmente elementos
genéticos moveis a tornam um excelente modelo de estudo (DONNENBERG,
2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Diversos trabalhos investigam a
presenca de E. coli patogénica ou resistente a antimicrobianos em diversas
fontes animais, e tentam compreender suas relacdes e riscos em potencial a
saude humana (BLAAK et al., 2015; LAUBE et lal., 2013; LAUBE et al., 2014;
SMET et al., 2009).

3.5 Mecanismos de transferéncia de resisténcia aos antimicrobianos

Os animais podem abrigar bactérias comensais em sua microbiota,
como E. coli, que apresentam genes de resisténcia (KRUSE; SORUM, 1994).
Estes genes podem ser transmitidos a outras bactérias através de elementos
genéticos moveis (MGEs — Mobile Genetic Elements) (SMET et al., 2009).
Elementos genéticos moveis, como integrons, transposons, sequéncias de
insercdo e plasmideos, constituem importantes vetores na disseminacdo de
genes de resisténcia a antimicrobianos em E. coli e outras bactérias
(SCHLUTER et al., 2007; PITOUT, 2012).

Integrons sdo elementos genéticos transponiveis associados a
plasmideos que reinem genes ou cassetes de genes distintos. O gene chave
do integron de classe 1 é o gene intl, que codifica uma recombinase, também
chamada de integrase (NANDI et al.,, 2004). Esta integrase e o0 sitio de
recombinacdo permitem a aquisicdo de trechos de DNA ou cassetes génicos,
no qual estdo frequentemente associados a resisténcia (COCCHI et al., 2007).
Esses cassetes génicos possuem uma regido conservada (attC) que interage
com a integrase nos processos de insergdo ou excisao. Particularmente, os
cassetes génicos ndo possuem promotor, mas quando inseridos no integron
sao expressos pelo promotor adjacente ao gene intl (NANDI et al., 2004).

Plasmideos sdo moléculas de DNA extra-cromossomais capazes de se

autorreplicar e estéo ligados a disseminacédo de resisténcia aos antimicrobianos
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atraveés de transferéncia horizontal de gene (CARATTOLI, 2013). Sao capazes
de conferir resisténcia a maioria das classes de antimicrobianos, incluindo B-
lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, cloranfenicol,
sulfonamidas e quinolonas (CARATTOLI, 2009). Cepas que apresentam
plasmideos que compartilham o mesmo replicon sdo incapazes permanecer de
forma estavel na mesma célula, fenbmeno conhecido como incompatibilidade
plasmidial (NOVACK, 1987).

Desde 2005, uma técnica chamada PBRT (PCR-Based Replicon Typing)
foi elaborada para tipificar os plasmideos (Inc Group) encontrados em
membros de Enterobacteriaceae, organizando-os em familias plasmidiais.
Cerca de 18 familias plasmidiais podem ser encontradas (IncHI1, IncHI2, Incl1,
IncX, IncL/M, IncN, IncFIA, IncFIB, IncFIC, IncW, IncY, IncP, IncA/C, IncT, Inc
K, IncB/O, IncFrep e IncFlIAs) (CARATTOLI et al, 2005).

3.6 Escherichia coli resistente aos antimicrobianos na producdo de
frangos de corte

Independente da forma pela qual a resisténcia é adquirida, o uso de
agentes antimicrobianos cria condicbes ideais para 0 surgimento e
disseminacdo de bactérias resistentes (GUARDABASSI; KRAUSE, 2008).
Atualmente, a resisténcia bacteriana € considerada uma ameaca mundial,
devido a disseminacdo de genes de resisténcia entre bactérias patogénicas e
comensais (LABRO; BRYSKIE, 2014). Animais de producdo podem servir
como reservatorios de tais bactérias, e seus genes podem ser transferidos as
bactérias presentes na microbiota de humanos, por meio da cadeia alimentar
(APATA, 2011; CARATTOLI, 2008; LAVILA et al., 2008). Entre os isolados de
frangos de corte investigados para o perfil de resisténcia aos antimicrobianos
esta E. coli. A bactéria é considerada uma indicadora do perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos em Gram-negativas intestinais (DE JONG;
STEPHAN; SILLEY, 2011). Estudos fenotipicos e genotipicos envolvendo E.
coli sdo realizados com o propésito de monitorar a resisténcia a
antimicrobianos que possuem grande relevancia na medicina humana.

Desde a década de 90, membros da familia Enterobacteriaceae

produtores de ESBL e AmpC, como E. coli, tem emergido no mundo todo
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(EWERS et al., 2012). Infec¢cbes causadas por cepas resistentes, como por
exemplo E. coli produtora de ESBL, dificultam o tratamento e aumentam a
morbidade e mortalidade entre os hospedeiros (DAVIES; DAVIES, 2010).

Um monitoramento longitudinal realizado em 2013 na Alemanha mostrou
uma alta ocorréncia de E. coli produtora de ESBL/AmpC na cadeia produtiva de
frangos (LAUBE et al., 2013). Aproximadamente 85% dos isolados de E. coli
apresentaram gene para ESBL/AmpC (blactx-m, blatem, blacmy). Estas cepas
foram isoladas de diversas fontes de todo o ambiente de producéo (fezes,
cama de aviario, solo), e foram detectadas em todos os trés periodos
investigados, durante a criacdo das aves. Na Holanda, um estudo semelhante
detectou a presenca de E. coli produtora de ESBL em granjas de frangos de
corte (65%) e poedeiras (81%), isoladas de diversas fontes (4gua, poeira, solo,
mosca doméstica) (BLAAK et al., 2015). Na Espanha, E. coli produtora de
ESBL foi encontrada em moscas domésticas capturadas em granjas de frangos
de corte (SOLA-GINES et al., 2014). Todas as cepas foram caracterizadas
como multirresistentes e aproximadamente 50% abrigavam os genes blacrx-mi1,
blactx-m14 € blacrx-me. Estes resultados mostram como E. coli produtora de
ESBL esta amplamente distribuida no ambiente de producao de frango.

A carne de frango € um produto que apresenta uma alta contaminagao
por E. coli produtora de ESBL, se comparada a outros tipos de carnes (FRIESE
et al.,, 2013). Leverstein e colaboradores (2011) observaram que 94% dos
isolados de E. coli de amostras de carne de frango possuiam o fenétipo para
ESBL. Por meio de sequenciamento foram identificados seis genes de ESBL
(blactx-m1, blactx-mz2, blatemsz, blatemzo, blaspy-2, blaspy-12), dois destes (CTX-M1
e TEM52) localizados no plasmideo Incl. Na Italia, 98% de E. coli foram
positivas para genes ESBL/AmpC (GHODOUSI et al., 2015). Na Holanda,
aproximadamente 80% das carnes de frango examinadas foram positivas para
E. coli produtora de ESBL (OVERDEVEST et al., 2011).

No Brasil, Koga e colaboradores (2015) mostraram um aumento na
frequéncia de E. coli resistente entre os anos de 2007 e 2013. E. coli produtora
de ESBL nao foram encontradas entre os isolados de 2007, ao passo que 65%
das carcacas amostradas em 2013 foram positivas para o fenoétipo. Cyoia e

colaboradores (2019), verificaram que 97% de todas as E. coli produtoras de
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EBSL isoladas apresentaram genes blacrx-.m, sendo o mais frequente o gene
blactx-m2. Em 2008, um estudo inglés, examinando carnes de frango
importadas identificou o gene blactx.vz €m E. coli isolada de frangos do Brasil
(WARREN et al., 2008). Silva e Lincopan (2012) fizeram um levantamento das
B-lactamases de espectro estendido no Brasil, e relataram que CTX-M2 tem
sido o tipo de ESBL mais frequente no pais.

E. coli resistente a outros antimicrobianos, além de B-lactamicos,
também pode ser observada na producdo de frangos. Por mais de 20 anos, a
fosfomicina-trometanol é utilizada na clinica humana para o tratamento de
infec¢des do trato urinéria (ITU) causadas por E. coli ou E. faecalis, em muitos
paises, como Japao, Espanha, Alemanha, Franca e Brasil (FALAGAS et al.,
2008). Na medicina veterinéria, a fosfomicina € utilizada em fazendas na
Argentina, Brasil e América Central, principalmente para o tratamento de
doencas infecciosas em frangos e suinos (PEREZ; TAPIA; SORACI, 2014). Um
trabalho recente mostrou a presenca de cepas contendo o gene fosA3 e blacrx-
v, isoladas de carcaca de frango no sul do Brasil (CYOIA et al.,, 2019). A
primeira deteccdo do gene fosA3 associado a E. coli produtora de ESBL foi
realizada no Japdo em 2013, em trés isolados de pessoas saudaveis. O gene
fosA3 estava localizado em trés plasmideos pertencendo a grupos de
incompatibilidade diferentes (IncN, InC1 e InCFlIl) (SATO et al., 2013).

O uso de colistina na producédo animal, especialmente como promotores
de crescimento, representa um risco a saude publica. Estudos sugerem que o
gene mcr-1, possa ser transferido aos humanos via cadeia alimentar
(CARNEVALI et al.,, 2016; WANG et al., 2017). Na Argentina, Dominguez e
colaboradores (2018) identificaram a presenca do gene mcr-1 em 75% de E.
coli isolada de fezes de frangos de corte. Alguns transconjugantes
apresentaram simultaneamente os genes mcr-1 e gnrB, o que sugere que

estejam localizados no mesmo plasmideo.

3.7 Programas de monitoramento de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos
A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tornou-se um Sério

problema de saude publica. Os efeitos negativos da resisténcia aos
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antimicrobianos sdo conhecidos no mundo todo. Nos Estados Unidos, ao
menos 2 milhdes de pessoas adquirem infeccdes por bactérias resistentes a
cada ano (CDC, 2013). Aproximadamente 50.000 pessoas morrem por ano na
Europa e nos Estados Unidos, em decorréncia de infeccbes causadas por
bactérias resistentes (O’'NEIL, 2014). Para Van Boeckel e colaboradores (2015)
um dos fatores que contribuem para a emergéncia de bactérias
multirresistentes e seus impactos na saude publica, estd no amplo uso de
antimicrobianos na producdo animal. Segundo levantamento realizado neste
estudo, em 2010, cinco paises (Estados Unidos, China, Brasil, Alemanha e
india) consumiram cerca de 51% dos antimicrobianos utilizados na producéo
animal mundial. Com 0 uso excessivo de antimicrobianos na producao animal e
0 surgimento de bactérias resistentes, € clara a possibilidade desses
microrganismos passarem para a microbiota humana através do consumo da
carne. Assim, ha uma reducdo na eficiéncia dos antimicrobianos durante a
utilizacdo em quadros de infeccdo, gerando uma grande preocupacdo a nivel
mundial (CHANTZIARAS et al, 2014; GARCIA-MIGURA et al., 2014;
STANTON, 2013).

Tratar desta ameaca a saude publica, requer programas eficazes de
vigilancia da resisténcia antimicrobiana. Diante deste fato, em maio de 2015, a
68° Assembleia Mundial da Saude endossou um plano global de combate a
resisténcia aos antimicrobianos. Este plano ressalta a necessidade de uma
abordagem nos termos do One Health, envolvendo varios setores globais,
incluindo medicina humana e veterinaria, agricultura, financas e meio ambiente.
O plano tem a colaboracdo de 6rgdos como a Organizacdo de Alimentos e
Agricultura (FAO - Food and Agriculture Organization) e a Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE — World Organization for Animal Health) (WHO, 2017).

Alguns programas ja sao realizados em diversas partes do mundo. O
Programa Integrado Dinamarqués de Monitoramento e Pesquisa de
Resisténcia Antimicrobiana (DANMAP - Danish Integrated Antimicrobial
Resistance Monitoring and Research Programme) existe desde 1995 e tem
como objetivo coletar dados de varias fontes e monitorar a ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de animais, alimentos e
humanos (DANMAP, 2019). Entre 2013 e 2016 o consumo de antimicrobianos
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veterinarios reduziu 10% (equivalente a 12 toneladas) (DANMAP, 2017). Em
2015, houve uma diminuicdo significativa na prevaléncia de bactérias
produtoras de ESBL isoladas de carne de frango, comparadas ao pico de
ocorréncia das cepas em 2011 (DANMAP, 2015).

Na Holanda, desde 2002 o uso de antimicrobianos na producéo animal é
publicado no relatério MARAN (Monitoring of Antimicrobial Resistance and
antibiotic usage in Animal in the Netherlands). Desde 2009, o governo holandés
langou um programa para reduzir a resisténcia aos antimicrobianos (WUR,
2019). Em 2010, apo6s a proibicdo do uso de ceftiofur em incubatorios, houve
uma reducéo da ocorréncia de bactérias resistentes a cefotaxima, passando de
18% (2010) para menos de 10% (2011) (MEVIUS, 2012). Entre os anos de
2009 e 2018 as vendas de antimicrobianos cairam aproximadamente 64%
(WUR, 2019). Speksnijde e colaboradores (2015) relatam que a colaboracao
entre governo, profissionais veterinarios e partes interessadas no setor
pecuario, além de ac¢bes obrigatérias com metas, resultaram na diminuicdo do
uso de antimicrobianos na producdo animal. Essa reducdo no uso de
antimicrobianos refletiu na diminuicdo significativa do numero de bactérias
resistentes. Segundo relatério de 2018, entre 2015 e 2016, a prevaléncia de E.
coli produtora de ESBL/AmpC em frangos de corte reduziu de 56% para 32.6%
(MARAN, 2018).

No Brasil, recentemente foi elaborado um Plano de Acdo Nacional para
Prevencéo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (PAN-BR), alinhado
com os objetivos da WHO, FAO e OIE. O objetivo desse plano é garantir o
tratamento e prevencao de doencas infecciosas com medicamentos seguros e
eficazes, acessiveis a todos que precisem e com qualidade garantida. O plano
tera vigéncia de quatro anos (2018 a 2022), sendo avaliado anualmente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Além disso, a fim de garantir a
sustentabilidade do PAN-BR, o MAPA instituiu o Programa AgroPrevine, por
meio da Instrucdo Normativa n° 41/2017, que visa fortalecer as acbes de
prevencdo e controle da resisténcia aos antimicrobianos na producéo animal,
levando em conta o conceito de One Health (MAPA, 2019Db).

Aléem dos programas nacionais instituidos, alguns programas possuem

financiamento privado. A Vigilancia Europeia de Susceptibilidade
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Antimicrobiana em Animais (EASSA) € um programa de monitoramento da
resisténcia em bactérias zoonoéticas isoladas da producdo de alimentos de
origem animal. E um programa financiado por empresas farmacéuticas que
esta em operacdo desde 1998, e conta com mais de 25.000 isolados (DE
JONG et al., 2014).

3.8 Conceito de One Health e a importancia do monitoramento da
resisténcia aos antimicrobianos

Cantas e Suer (2014) reforcam que a interacdo dinamica entre humanos,
animais e patégenos em um determinado ambiente faz parte de uma
abordagem do conceito One Health. Os autores enfatizam o problema das
doencas zoondticas e apresentam formas de como estas podem ser
transmitidas: (1) através de arranhfes ou mordidas de animais, (2) rota oral
fecal, através de produtos de origem animal contaminados e/ou preparados de
forma inadequada, (3) exposicdo dos trabalhadores aos patdgenos em
fazendas (produtores, veterinarios, etc.), (4) vetores como insetos (mosquitos,
moscas), e (5) contaminacdo de agua de consumo ou solo com dejetos e
residuos de animais.

Segundo o Center for Disease Control and Prevention (CDC), o One
Heath é uma abordagem colaborativa e transdisciplinar global, que possui o
objetivo de promover a saude na interface humana, animal e ambiental (CDC,
2019). Nos Estados Unidos, ao longo dos anos, a ocorréncia de doencas
vinculadas ao consumo de alimentos ou cadeia alimentar tem aumentado,
mesmo com o melhoramento da seguranca microbioldgica aplicada na industria
(DOYLE et al., 2015). Técnicas como as de Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF), Pontos Criticos de Controle e Analise de Perigos (PCCAP) aplicadas na
induUstria, e técnicas de Boas Praticas Agricolas (BPA) e Boas Praticas de
Producdo aplicadas na cadeia produtiva, sdo utilizadas em diversos paises.
Entretanto muitos surtos ligados aos alimentos ainda ocorrem e em algumas
situacdes ndo sdo devidamente notificados por falta de um diagnéstico preciso,
0 que gera uma subestimacdo dos incidentes (KOLUMAM; DIKICI, 2013).
Segundo Nandon e colaboradores (2017) cerca de uma a cada dez pessoas
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fica doente durante o ano devido ao consumo de alimentos contaminados com
microrganismos patogénicos.

Mas, além da problematica disseminacéo de bactérias patogénicas e o
intrinseco risco zoonGtico associado, a questdo da resisténcia aos
antimicrobianos por esses microrganismos é outra questdo a ser considerada
dentro do conceito One Health. Nos Ultimos anos, a resisténcia aos
antimicrobianos tornou-se uma questdao de extrema importancia em todo
mundo, por afetar de forma drastica a saude publica. Em 2014, dados
apontados por O’Neil, estimam que se ndo houver um controle da resisténcia
aos antimicrobianos hoje, no ano de 2050, as mortes passardao de 700.000/ano
para 10 milhdes/ano, com custos e prejuizos no setor econdbmico mundial em
torno de US$100 trilhdes de dolares (O’NEIL, 2014).

Landers e colaboradores (2015) sugerem que para compreender 0S
impactos da resisténcia aos antimicrobianos devido ao uso dessas drogas na
producdo animal, é necessario considerar uma interacdo complexa entre o
ambiente, as etapas de producdo e processamento e os padrdes de consumo
humano. Berendonk e colaboradores (2015) fazem uma reflexdo sobre a
necessidade de pesquisas e opc¢Bes de politica e gerenciamento sobre o
combate a resisténcia aos antimicrobianos no ambiente, como medida protetiva
a saude humana e animal. Os autores propdem que para avaliar a
disseminacdo da resisténcia no meio ambiente e risco de transmissao aos
humanos é necessario a padronizacdo de testes em amostras ambientais e
elaboracdo de um banco de dados que agregue informagcdes ambientais e
clinicas. Além disso, sugerem que um monitoramento a longo prazo seja
realizado e que os dados néo sejam providos de pesquisas esporadicas.

Dada a situacdo da resisténcia aos antimicrobianos e as questdes sobre

a interface da saude humana, animal e ambiente, é importante ressaltar o
papel do One Health na direcao desse problema (LAMMIE; HUGHES. 2016).
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Abstract

ESBL/AmpC  producing  Escherichia  coli  strains, among  other
Enterobacteriaceae are a major public health problem worldwide. The presence
of these strains in poultry alerts us about the antimicrobials use in this
production system, as well as instigate us about possible factors that influence
the presence of these strains in the production chain. Thus, the aim of this work
was to perform a longitudinal monitoring of ESBL-producing E. coli strains in
poultry farms in southern Brazil and to point out possible critical points that may
be reservoirs of these strains. Samples of poultry litter, cloacal swab, poultry
feed, water and beetles (Alphitobius sp.) were collected in three distinct periods,
at each farm investigated from the states of Parana (PR) and Rio Grande do
Sul (RS). Phenotypic and genotypics tests were performed for characterization
of resistant strains. A total of 117 strains were isolated and 78 (67%) were
positive for ESBL production. The poultry litter presented ESBL positive strains
in almost all three sampled periods, while the cloacal swab presented positive
strains from the second sampling. ESBL strains were found to be 4.33 times
more likely in poultry litter, and 612.47 time more likely in beetles. The
predominant gene was blacrx-m2 in about 56% of ESBL-producing E. coli. About
19 of 26 fosfomycin-resistant strains showed the fosA3 gene, all of which also
produced ESBL. Our data reveal that poultry litter is a critical point during
poultry production, and that fosfomycin resistant strains were found, alerting to

the use of this antimicrobial during production.

Importance
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Extended spectrum B-lactamases (ESBL) and AmpC type B-lactamases are
enzymes that confer resistance to various B-lactam antimicrobials and are often
found in Enterobacteriaceae family members, such as Escherichia coli. Food-
producing animals, such as poultry, have a high number of ESBL-producing
Enterobacteriaceae due to selective pressure imposed by antimicrobials use.
We believe that there are critical points in production chain that may be
reservoir for these strains, helping their dissemination to subsequent flocks. Our
results showed that poultry litter is an important source of ESBL-producing E.
coli strains compared to other investigated sources, such as poultry, water and
poultry feed. Therefore, management techniques optimization could greatly
benefit the production chain and consequently public health. In addition, our
data can contribute to the elaboration of a resistance monitoring program in

Brazilian animal production.

Introduction

Antimicrobial resistance is one of the most alarming public health
problems of recent years. According to O’Neil, at 2050, bacterial resistance
could cause the deaths of about 10 million people per year. The widespread
use of antimicrobial drugs, both in humans and animals (including livestock
animals), has favored the selection and dissemination of bacterial resistance

worldwide (World Health Organization, 2014).

Extended-spectrum B-lactamase enzymes (ESBL) and AmpC-like enzymes
are among the known mechanisms of bacterial resistance, both mediated by
plasmid genes (Ceccarelli et al., 2019), which can be achieved through the

horizontal transfer of mobile genetic elements, not only in intestinal but also
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extra-intestinal environments (Lazarus et al., 2014). Both ESBL and AmpC
enzymes are capable of hydrolyzing various B-lactam antimicrobials such as
cephalosporins and monobactamics, increasing difficulty to treat these

infections (Paterson; Bonomo, 2005; Bush; Fisher, 2011).

A priori, ESBL/AmpC-producing bacteria were detected in the human clinic
(Smet et al., 2009; Ewers et al., 2012). However, several studies report the
presence of these resistant strains in animals, whether domestic (Wieler et al.,
2011; Bortolami et al., 2019), or production ones (Smet et al., 2009; Pitout;
Laupland, 2008; Dierikx et al., 2013; Laube et al., 2013; Dominguez et al.,
2018). The presence of this enzymes is found in Enterobacteriaceae Family
members, such as Escherichia coli, which have often been isolated in livestock,
especially in broiler production (Blanc et al., 2006; Carattoli, 2008; Li et al.,
2015). Among the most relevant B-lactamases, TEM, SHV and CTX-M are the
main enzymes present in Escherichia coli that colonize and infect poultry (Olsen

et al., 2014).

Several plasmid groups, categorized as the inability of two plasmids
belonging to the same Inc group to be propagated in the same cell, have
resistance genes and can be found in E. coli (Datta; Hedges, 1971; Carattoli
2011). The blactxm (e.g. CTX-M15 and CTX-M55) and blatgm genes are
associated with plasmids belonging to the IncF and Incl groups (Cantén;

Coque, 2006; Carattoli, 2013).

Worldwide, ESBL-producing Enterobacteriaceae have emerged in farm
animals in recent decades (Carattoli, 2008). The pressure exerted by the use of

antimicrobials on animal production, particularly in broilers, leads to elimination
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of sensitive strains and selects the most resistant strains (Saliu; Vahjen; Zentek,
2017). Although antimicrobial resistance is a natural phenomenon, the
prevalence of ESBL-producing strains in broilers has increased after the use of
antimicrobials in production (Dierikx et al., 2013). Another relevant finding
regarding the use of antimicrobials in production is the presence of fosfomycin-
resistant strains in poultry carcass (Cyoia et al., 2019). Fosfomycin is a drug
approved in several countries for the treatment of urinary tract infections (UTI)
in humans (Keating, 2013). Thus, the presence of fosfomycin-resistant strains in
poultry indicates the use of antimicrobials during breeding and raises further

concerns that involve public health safety.

Given this fact, the possibility that bacterial strains, especially ESBL/AmpC-
producing E. coli, may reach the human population through the consumption of
chicken meat is a public health concern because compared to other types of
meat (pork and beef), chicken meat is highly contaminated with ESBL-
producing bacteria (Friese et al., 2013). Koga et al. (2015) reported the
presence of ESBL/AmpC-producing E. coli strains isolated from poultry
carcasses in southern Brazil. Cyoia et al. (2019) demonstrated that ESBL-
producing E. coli strains were capable of transferring genes encoding CTX-M

enzymes to a human E. coli strain.

The presence of ESBL/AmpC-producing E. coli in poultry carcasses leads
us to believe that there are critical points in industrial poultry production where
these strains can be found and selected by the use of antimicrobials. Thus, the

aim of this study was to monitor ESBL/AmpC-producing E. coli in poultry
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production, and to point out possible critical points that may be reservoirs of

these strains.

Material and Methods

Farm Characterization. Monitoring was carried out between February 2016
and March 2018, in two states of southern Brazil. Five farms of Rio Grande do
Sul (RS) state and three farms in the state of Parana (PR) state were sampled.
Each farm was monitored at three different periods: (1) first day of production
(1-day-old restocking chicks); (2) between 20th and 25th days of production; (3)
between 36th and 38th days (before slaughter). In addition to sampling, a
guestionnaire was applied to producers to obtain information regarding property
characteristics, management and biosecurity. In the state of RS, the production
system was characterized as manual. On average, the farmers restock around
15000 1-day-old chicks in the poultry houses, and the slaughtering period
ranged from 38 to 45 days. The water comes from artesian wells and is
chlorinated in a reservoir present in each poultry house. In general, the material
used in the poultry litter is rice husk, and the same litter was used in up to five
subsequent batches. None of the farms reported the treatment of poultry litter
before reuse. The antimicrobials used in RS farms were Enrofloxacin, Halquinol
and Virginiamycin. In the state of PR, the production system observed was
automated (dark house system). The average restocking was approximately
25000 1-day-old chicks and the slaughtering period ranged from 38 to 42 days.
Thus, like in RS farms, the water used in the bird drinkers was chlorinated.

These farms were made of wood and the same poultry litter was reused without
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undergoing treatment. The antimicrobials reported in PR farms were

Norfloxacin, Ciprofloxacin and Fosfomycin.

Ethics Statement. This study was approved by the Animal Ethics Committee of
State  University of Londrina (CEUA/UEL) (processing number —

22867.2015.23).

Sampling in the farms. The sampling methodology performed in this study
was based on the Laube et al. (2013) with some modifications. Each period,
samples of poultry litter (boot swab), cloaca swab (20 randomly selected
poultry), poultry feed (500 g) and water (500 mL) were collected. In Parana
state, samples of Alphitobius sp. (approximately 100 beetles), popularly known
as "darkling beetle", were also collected from the farms. The poultry litter was
collected using sterile boot swab by walking the entire house length in a
“zigzag”. The poultry feed was obtained directly from the reservoir, and the

water was collected from the farm reservoir taps.

The collected samples were refrigerated (4 °C) and sent to the laboratory for
processing on the same day. Twenty-five grams of feed were weighed and
diluted in 225 mL of buffered peptone water (BPW), followed by manual
homogenization (approximately ten minutes). The boot swab was soaked with
BPW, followed by manual homogenization. The water was processed using the
multi-tube method (Most Probably Number Method — MPN), using Lauril
Triptose broth, Brilliant Green broth and EC broth (Himedia Laboratories Pvt.
Ltd., Mumbai, India). The beetles were processed following the protocol
provided by Segabinazi et al. (2005). After preprocessing, all samples were

plated on MacConkey agar (MC) (Neogen Corporaton, Lansing, Michigan,
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United States) and cefotaxime-supplemented MacConkey agar (MC/CTX) at a

concentration of 8 pg/ml to select possible positive ESBL/AmpC strains.

Isolation and identification of ESBL / AmpC producing E. coli. MC and
MC/CTX plates were analyzed for growth of characteristic colonies for E. coli.
The colonies grown in MC/CTX (possible ESBL/AmpC producing E. coli) were
prioritized, where 1 to 5 colonies were collected for biochemical identification. In
case of non growth in MC/CTX plates, 1 to 5 colonies of MC plates were
collected. The colonies were submitted to biochemical identification using EPM
(Toledo; Fontes; Trabulsi, 1982a; Ewing, 1986), MILi (Toledo; Fontes; Trabulsi,
1982b; Ewing, 1986) and Simmons Citrate (Merck, Darmstadt, Germany). E.
coli positive colonies were then stored in Brain Heart Infusion broth (Himedia
Laboratories Pvt. Ltd.,, Mumbai, India) supplemented with 30% glycerol and

stored at -20 °C and -80 °C for later phenotypic and genotypic characterization.

Antimicrobial susceptibility testing. Antimicrobial susceptibility testing was
performed using the standard disk diffusion method recommended by the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Antimicrobials used in
this study included several classes as B-lactams - 30 ug of cefotaxime (CTX),
ceftazidime (CAZ), cefepim (FEP), aztreonam (ATM), cefoxitin (FOX), imipenem
(IPM), and 20/10 pg of amoxicillin-clavulanic acid (AMC); Quinolones - 5 u g of
ciprofloxacin (CIP), 10 pg of norfloxacin (NOR) and enrofloxacin (ENR), and 30
png of nalidixic acid (NAL); Sulfonamides - 1.25/23.75 pg of trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT); Tetracycline - 30 pg of tetracycline (TET);
Aminoglycosides - 10 pg of gentamicin (GEN), Phenicols - 30 pg of

chloramphenicol (CHL); Nitrofurans - 300 pg of nitrofurantoin  (NIT);
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Fosfomycins - 200 pg of fosfomycin (FOT) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hants,
United Kingdon). All strains were confirmed for ESBL production by double-disk
approximation test by Jalier et al. (1988). E. coli isolate ATCC 25922 was used
as a quality control during antimicrobial susceptibility test. Results were

interpreted based on the CLSI (2018) criteria.

DNA Template. The strains were grown in Luria Bertani broth (LB) (Difco R,
Sparks, MD) at 37 °C for 24 h. After centrifugation, pellets from 1 mL of grown
culture were resuspended in 200 uL of sterile water, boiled for 10 min and
centrifuged at 12,000 x g for 6 min. The supernatant was used as DNA
template for the PCR assays. For the ERIC-PCR assays and sequencing, the
DNA samples were extracted using an extraction Pure Link® Genomic DNA

Mini Kit (Invitrogen®).

Detection of ESBL/AmpC genes in E. coli strains. Previously described PCR
method was used for detection of the following antimicrobials resistance genes:
ESBL producer (blactx-m groups - 1, 2, 8, 9 e 25; blargm. and blaspy) (Arlet;
Philippon, 1991; Woodford; Fagan; Ellington, 2005); AmpC type producer (mox,

fox, ebc, acc, dha and cit) (Pérez-Pérez; Hanson, 2002).

Detection of other antimicrobial resistance genes. The presence of
fosfomycin resistence (fosA3) and colistin resistance (mcr-1) were examined as

described respectively by Sato et al. (2013), Liu et al. (2016).

Phylogenetic Analysis. All E. coli strains were assinged to phylogenetic
groups A, B1, B2 or D, by PCR, according Clermont et al. (2000). Strains were

grouped at following groups: group A (chuA’, yjaA’, and TspE4.C2); group Bl
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(chuA’, yjaA", TspE4.C2); group B2 (chuA™, yjaA", TspE4.C2- or chuA®, yjaA",

TspE4.C2"%); and group D (chuA®, yjaA", TspE4.C2%).

Plasmid-Based Replicon Typing (PBRT). All isolates were characterized to
Incompatibility Group (Inc Group) using PCR-Based Replicon Typing (PBRT)
(Carattoli et al., 2005). Simplex-PCR were used to recognize eight
incomplatibility plasmids: FIA, FIB, FIC, FIl, 11, HI1, HI2, N (Carattoli et al.,

2005).

ERIC-PCR Analysis. A template DNA was used to amplify repetitive elements
from bacterial isolates by PCR technique to generate DNA fingerprint patterns.
Clonality of the isolates was determined by the homology relationship among
fragments amplified by Entobacterial Repetitive Intergenic Consensus
Sequence Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR) according to Versalovic et
al., (Versalovic; Koeuth; Lupski, 1991). Gel analysis was carried out through
BioNumerics software, version 7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Laten,
Belgium). The similarities in amplicon profile were compared using a DICE
coefficient at 1% tolerance and 0,5% optimization. A dendrogram was
constructed with the unweighted-pair group method with arithmetic mean
clustering method with a cut-off of 80% similarity (McLellan; Daniels; Salmore,

2003).

Statistical Analysis. The data obtained were analyzed using a logistic
regression model, with a significance level set at p < 0.05, the statistical
software R version 3.5.1. In general, the analysis was performed to verify if
there is any significant trend between the isolates producing ESBL and their

origin.
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Results

Poultry farms samples. A total of 117 E. coli strains were isolated from eight
poultry farms in two states. Fifth-eight strains were isolated from three PR
farms, and 59 strains from five RS farms. Table 1 shows the periods where E.
coli was detected in each farm using MC/CTX. The poultry litter samples grown
in MC/CTX almost all periods (1° to 3°) in both states, whereas only cloacal
samples isolated from the second period grown in MC/CTX. ESBL-producing
strains were also detected in poultry feed and beetle sample from PR state.

Water samples showed no growth in MC/CTX.

ESBL-producing E. coli were confirmed in 49/58 (84%) and 29/59 (49%)
isolates from PR and RS, respectively. Figure 1 shows the distribution of ESBL-
producing and non-ESBL-producing E. coli strains over the sampling periods.
Among 117 samples, ESBL producing E. coli strains were detected in poultry
litter almost all periods (OR 4.33, p < 0.05), indicating that the chance of ESBL
isolation in poultry litter is 4.33 times higher than in other sources. The isolation
profile of cloacal poultry strains revealed that ESBL-producing E. coli was also
present on the second sampling period (OR 4.22, p < 0.05). There were no
ESBL producing strains in water samples (OR 0, p < 0.05), whereas among the
strains isolated from beetles all were characterized as ESBL producers from all

poultry farms in PR state (OR 612.47, p < 0.05).

E. coli antimicrobial resistance. The antimicrobial susceptibility test indicated
that strains isolated from poultry farms presented a high frequency of
antimicrobial resistance, with 90% and 73% of strains from PR and RS,

respectively, being considered multidrug resistant (MDR). The strains that
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showed resistant to three or more classes of antibiotics were characterized as

multidrug resistant (MDR), (Tables 2 and 3).

In PR state, most isolates were resistant to cefotaxime (85%), nalidixic acid
(85%), cefepime (81%), tetracycline (79%), trimethoprim-sulfamethoxazole
(78%), ceftazidime (74%), enrofloxacin (66%), ciprofloxacin and norfloxacin
(55% each). Most isolates from RS were resistant to gentamicin (70%),
tetracycline (63%), cefotaxime (58%), aztreonam (56%), nalidixic acid (54%)

and cefepime (51%), presenting a diferente resistence profile from PR ones.

The frequency of resistance observed for fosfomycin in PR and RS strains
was 40% and 5%, respectively. In both states, no imipenem resistant E. coli
strain was found. ESBL-producing E. coli was found to be resistant to a higher
number of antimicrobials (except imipenem) compared to non-ESBL-producing

E. coli (p < 0.05) (Figure 2).

Detection of ESBL/AmpC, fosA3 and mcr-1 genes. PCR identified ESBL
genes in 103/117 (88%) strains isolated from poultry farms (Tables 2 and 3).
About 77/117 (66%) of the ESBL-producing E. coli strains harbored the ESBL
genes investigated. In these strains the genes blactx-m2 (56%), blactx-m1 (39%),
blatem (32%), blactx-.ms (13%) were detected. The only AmpC gene detected
was cit (13%). The blacrx-mo, blacTtx-m2s and blaspy genes were not detected, and
one ESBL-producing strains carried none of the investigated genes. The CTX-

M55 enzyme was identified in 100% of positive isolates for blactx.w1 gene.

Of the 26 fosfomycin resistant E. coli strains characteristic in the disc
diffusion test, 19 (73%) harbored the fosA3 gene, and all had ESBL phenotypes

features. These fosA3 positive strains were isolated from all PR farms that used



68

fosfomycin in production. Three fosfomycin resistant strains were isolated in RS
and none of them presented fosA3 gene. The mcr-1 gene was detected in only
one isolate (EcRS60) from RS. Among the ESBL-producing strains, 19
combinations between resistance genes detected were observed and, most of
them are distributed among poultry and poultry litter isolates (Table 4). The
fosA3 gene was found in 19 strains and 18 of them were also harboring the

blactx-w1 gene (OR 17.92, p < 0.05).

Inc group plasmid. The tables 2 and 3 show the results obtained from strains
submitted to the PBRT technique. Replicons were detected in 97/117 (83%)
isolates, and the inc typing showed the presence of FIB (n = 89; 76%), 11 (n =
37; 32%), HI2 (n = 7; 6%), FIA (n =5 each; 4%), FIB (n =5 each; 4%) and N (n
= 4; 3%). The presence of HI1 and FII groups was not detected, and 19 strains
were negative for all replicons tested. The most frequent replicons among

ESBL-producing samples were FIB (71%) and I1 (36%).

Phylogenetic group and ERIC-PCR analysis. All strains were assigned into
four main phylogenetic groups as described by Clermont et al. (2000). Most
strains belong to phylogenetic group D (n = 54; 46%), following by group B1 (n
= 28; 24%), group A (n = 27; 23%) and group B2 (n = 8; 7%) (Table 5). The
ERIC-PCR analysis showed 16 small clusters in PR state and 15 clusters in RS
state samples, whereas 19 and 17 singletons remained, respectively (Figure 3

and 4).

Discussion

The results reveal a high occurrence of ESBL/AmpC-producing E. coli in

poultry farms from southern Brazil. Interestingly, positive strains for this
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phenotype were found in poultry litter in all sampled periods, as also observed
by Laube et al. (2013). However, in poultry, ESBL-producing E. coli strains were
detected only on the second and third sampling periods. The chance of ESBL-
producing E. coli ocurrence in poultry litter was approximately four times (OR
4.33) higher compared to the other sources analyzed. Thus, these data indicate
that poultry litter can be a risk fator for dissemination of ESBL-producing E. coli
on poultry houses, including the colonization of poultry, since cloacal swab of 1-
day-old chicks showed low frequency of ESBL-producing E. coli. In addition, we
put away the possibility that water (OR 0) and poultry feed (OR 0.37) are

sources of these strains, given the isolation results.

Beyond the poultry litter, in our study, all E. coli strains isolated from beetle
in PR state were positive for ESBL production (OR 612.47). These insects are
omnivorous scavengers that feed on faecal matter and debris, therefore are
commonly found in material such as poultry litter (Axtell, 1999). In addition, they
are able to survive adverse conditions and often to endure within poultry houses
over several flocks (Crippen; Sheffield, 2006). Many insects that inhabit the
poultry houses can be carriers or reservoirs of MDR bacteria. Studies such as
carried out (Blaak et al., 2014; Sola-Ginés et al., 2015), showed the presence of
ESBL-producing E. coli in flies isolated from poultry farms. In our study, all E.
coli strains isolated from beetle were positive for ESBL production. Thus, proper
disinfection of poultry houses is an important key point in reducing MDR strains.
Cleaning and disinfection practices are essential for decreasing the risk of
ESBL-producing E. coli spreading to next flocks (Mo et al., 2016). Another
biosecurity meansure in poultry production is processing the poultry litter by

composting. The composting process is a widely used method to make organic



70

waste safe prior to use (Wilkinson et al., 2011). Composting implies a reduction
in the volume of organic waste and considerably reduces the number of
pathogenic microorganisms (Bernal; Alburquerque; Moral, 2009). Gazal et al.
(2015) analized poultry litter after the composting process and observed that
few isolates (6.3%) had virulence genes from Extraintestinal Pathogenic E. coli
(EXPEC), besides being susceptible to a large number of antimicrobials.
Therefore, it is suggested that the practice of composting is a good alternative

to eliminate possible multiresistant strains.

E. coli strains found in water samples were negative for ESBL production.
The fact that the water from all poultry houses is chlorinated excludes the

possibility of being a source of ESBL-producing E. coli.

The frequency of MDR strains presented in this paper is worrying. In
addition, many strains have been detected as producing ESBL. Similiar
resistance profile have been detected in E. coli strains isolated from poultry
farms in ltaly (Ghodousi et al., 2015) and in Germany (Laube et al., 2013).
Cyoia et al. (2019) detected multiresistant strains in 80% of poultry carcasses
PR and RS states. Moreover, 30% of these strains were characterized as ESBL
producers. Poultry-derived products are considered the main sources of ESBL-
producing bacteria among all animal products due to high contamination (Saliu;
Vahjen; Zentek, 2017). In Brazil, since 1998, many antimicrobial agents used as
growth promoters are prohibited (MAPA, 2003, 2009), however, some
antimicrobials are used for treatment or as a prophylactic measure. It was found

that enrofloxacin was used during poultry production in both states, and
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particularly the use of ciprofloxacin and norfloxacin in the investigated farms of

PR were reported.

Currently, resistance to 3° extended-generation cephalosporins induced by
extended-spectrum B-lactamase (ESBL) production represents a major public
health problem (CDC, 2015; Blaak et al., 2015). In veterinary medicine these
enzymes are very relevant as they confer resistance to various antimicrobials
released for use, such as penicillins, aminopenicillins and cephalosporins such
as ceftiofur (Poirel et al., 2018). In this study, 103/117 (88%) E. coli isolates
contained bla genes (CTX-M1, 2 and 8 groups, and TEM). About 66% were
confirmed as ESBL-producing, and the majority presented blactx.v2 (56%)
gene, following blactx-m1 (39%), blatem (32%) and blacrx-ms (13%). These data
corroborate the description made by Silva and Lincopan (2012) about the ESBL

genes epidemiology in Brazilian territory, especially in animal production.

Our results showed that some strains (ECPR33, ECPR34, EcPR35, ECRS1,
EcRS2, EcRS3, EcRS4, EcRS37, EcRS39, EcRS40, EcRS50, EcRS51,
EcRS58) were not positive in the phenotypic test for ESBL production. This
results corroborates with Poirel, Kampfer and Nordmann (2002) who suggest
that enterobacteria may present the genes encoding for ESBL production,
however not always detectable in disk diffusion antibiogram tests. One way to
acquire ESBL-encoding genes, especially from the CTX-M group, is through
interaction with environmental bacteria (Galan et al., 2013), such as those of the
Kluvyera genus, which may not express such enzymes but act as a reservoir of
ESBL genes for other strains, such as E. coli (Poirel; Kampfer; Nordmann,

2002).
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The selective pressure of bacteria expose to antimicrobials in poultry
farming leads to death of sensitve strains but also select the resistant ones
(Poole, 2012; Saliu; Vahjen; Zentek, 2017). In addition, resistances to other
antimicrobial classes can lead to co-selection and stronger promoters can

increase the expression of ESBL genes (Gniadkowski, 2008).

About 26 strains in our study were fosfomycin resistant in the antibiogram
test, and 73% harbored the fosA3 gene. Fosfomycin is a bactericidal
antimicrobial that inhibits peptide glycan synthesis, being widely used in human
clinical practice to treat urinary tract infections (UTI) (Falagas, 2016). Notably,
all strains positive for fosA3 gene were also characterized as ESBL-producing.
The odds ratio of finding fosA3 gene is 17 times higher in strains that present
the blactx-w1 gene. The fosA3 gene was found in isolates from properties that
used fosfomycin during poultry production in PR state. Sato et al. (2013)
suggest that ESBL-producing strains that harbor the blacrx.w gene-associated
with fosA3 gene (specially CTX-M55 enzyme) naturally reside in the intestinal
microbiota of individuals in clinical and veterinary settings. Thus, the use of
fosfomycin in Brazil’'s poultry production may lead to the co-selection of ESBL-

producing strains.

This is the first report of positive strains for the fosA3 gene isolated from
poultry production in southern Brazil. These results shows the need for
application of monitoring systems that investigate and understand the spread
antimicrobial resistance in animal production. Brazil is the second largest

producer of poultry meat and leader exportations in the world (ABPA, 2018).
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Therefore, Brazil's production has great relevance in the world poultry scenario

and, consequently, impacts public health through the food chain.

ERIC-PCR analysis between PR and RS strains showed a number of small
clusters in both states. These findings demonstrate a high heterogeneity among
E. coli strains isolated in this study. This results demonstrates that the problem
of ESBL-producing E. coli strains during poultry production in southern Brazil is
not the result of MDR clones expansion. Ghodousi et al. (2015) presented
similar data regarding the analysis of ESBL-producing E. coli strains isolated
from poultry farms in Italy. In general, the spread of ESBL genes among strains
isolated from animals is carried out by horizontal gene transfer (Poirel et al.,
2018). Thus, the large number of clusters associated with the great genetic
diversity presented in our study suggest that the dissemination of resistance

genes is due to horizontal transfer through conjugative plasmids.

IncFIB (n = 89; 76%), following Incll (N = 37, 32%) were the dominants
replicon types in our samples. Several plasmid families carry ESBL/AmpC
genes in ESBL/AmpC-producing Enterobacteriaceae (Carattoli, 2009), which
IncF, Incl and IncK types are frequently found (Liebana et al., 2012). Our results
corroborate with other studies that investigated the presence of ESBL/AmpC-

producing E. coli strains in poultry (Leverstein et al., 2011; Mnif et al., 2012).

For some years, the concept of One Health has been presented as a way to
raise awareness about the relationship between human, animal and
environmental health (Kahn, 2011). This approach is considered by
international organizations, such as the World Health Organization, as an

important element in disease control and prevention (Lerner; Berg, 2015).
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However, this awareness should not only be limited to the control and
prevention of pathogens, but should also address aspects of antimicrobial
resistance. Lammie and Hughes (2016) suggest that due to the challenge
presented by antimicrobial resistance and its relationship to the interface of
human, animal and environmental health, it is essential to include this issue in

the One Health approach.

In summary, the use of antimicrobials in poultry production has a great
influence on the selection of multiresistant bacteria. The large number of
multiresistant bacteria in animal foods severely implies public health as well as
the national productive sector. Therefore, we believe that a longitudinal
monitoring program in poultry production should be implemented in order to rise
awareness about the use of antimicrobials. The rational use of the
antimicrobials and other alternatives should be explored. Therefore, the
improvement in management techniques, as poultry litter treatment, may
consequently assist in decreasing of MDR strains in poultry farms, once this
study demonstrated that the poultry litter is an important risk fator. These
measures can optimize the production and preservation of animal and human

health in long term.
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Figure legends

Figure 1. Distribution of ESBL-producing and non-ESBL-producing E. coli during the sampling

periods

Figure 2. Resistance of ESBL-producing and non-ESBL-producing E. coli strains isolated from
poultry farms in southern Brazil. There were significant differences between ESBL-producing
and non-producing strains (p < 0.05), except for nitrofurantoin and imipenem (all isolates were

sensitve).



Figure 3. ERIC-PCR dendrogram of 58 E. coli strains isolated from PR poultry farms

Figure 4. ERIC-PCR dendrogram of 59 E. coli strains isolated from RS poultry farms
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Table 1. Detection of ESBL-producing E. coli isolated in MC/CTX agar of sampling from farms in PR e RS.
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Source of E. coli

Poultry Litter
Poultry
Poultry Feed
Water

Beetle

PR farms RS farms

Farm 1 Farm 2 Farm 3 Farm 4 Farm 5 Farm 6 Farm 7 Farm 8

1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3°|1° 2°¢ 3 1° 2° 3 1° 2°¢ 3 1° 2° 3 1° 2° 3
+ + + o+ + o+ - +  + - - + + - + + + - + + + - - +

- + o+ - + o+ - + o+ - + + - + + - + - - + + - + +

- + - - + - - + - - - - - - - - - - - - - - - +
+ - + - + + - + + NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS — Not Sampling



Table 2. Phenotypic and genotypic characteristics of E. coli strains isolated from poultry farms in Parana.
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Strain Source Farm Period ESBL/AmpC genes Glrr:)Cu.p Phyglgc;gﬁgetic Antimicrobial resistance ngﬂgrr]el fggr'?‘s
ECPROL  Bedding 1 10 blacrxw 1 - B1 ATM —FER - eTX - SRR S~ e +
ECPRO2 Bedding 1 1° blacw 1 . B1 ATM Z CAZ © FEP S STX SR ZNOR -~ CIP = N
ECPROS  Bedding 2 10 blacrcn ) 5 AMC - ATM ~ FEP - CTX — ENR — NOR - CIP - ]
ECPRO4 Bedding 2 10 blacrxw 2/ blarew FIB A AMC — ATM — FEP - CTXoNR = CHL = STX- : :
ECPRO5  Beetle 1 10 blacrxw 1/ blarew - D ATM - FER o ER — OR — elP — el - +
ECPRO6  Beetle 1 1° blacrx 1 - D ATM - FSE)I(DT_—CI::-B(T_—ETI\IIEEQF__ Ncg\%I - (’\:II/EL— CHL - .
ECPRO7  Bedding 1 2 blacryu FIB D AMC - ATM 2 FEP CCTX — ENR - NOR - CIP = :
ECPRO8  Bedding 2 20 blachbwllaléTTS(;Tx-M 2/ FIB D ATM — FEP - C;_f_(x—_E_ll_\lEF\_’r—_l?l\l(/)A\IE —CIP -—CHL - i i
ECPRO9  Bedding 2 blacrxw 2 FIB D ATM —FER O R R S S e~ :
ECPR10  Bedding 20 blacryu s FIB - FIC A FEP — CTX — ENR — FOT - TET - NAL . ¥
ECPR11  Feed 20 blacrxw 1 / blarew it D A e e R R ™ +
ECPR12  Beefle 2 2 blacryu s i B1 ATM =~ e X A o~ 7~ .
ECPR13  Beetle 2 2 blacrows /blarew T e D ATM — FEP — CTX — ENR — STX — TET — NAL : :
ECPR14 Bedding 2 3° blacw s / blarew FIB - N A ATM = CAZ - FEP - CTX ZENR - NOR - CIP i "
ECPRI15 Bedding 1 3° Placran TbE';‘CTX'M s mB-N B1 ATM —FEP - CTX - SRR S~ et - +
ECPR16 Bedding 2 3° blacrxw1/ blarew FIB—N A ATM =GRz~ Fer - T BIR - oR =GP~ +
EcPR17  Beetle 1 3° blacrx-v2 / blarem I1-FIB B2 AMC - ATC'\f'P‘_CéﬁL‘_FEIF;‘_?g B ﬁmﬁ —NOR - -
ECPR1S  Beetle 1 3° blacrxw 1 FIB B1 AMC — ATM = FEP — C T — CHL - FOT - TET - . +
ECPR19  Beefle 2 3° blacryu I1-FIB D AMC — ATM — FEP — CTX -~ ENR — NOR — CIP — : :
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EcPR22
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EcPR24**
EcPR25**
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EcPR27
EcPR28
EcPR29

EcPR30

EcPR31

EcPR32

EcPR33**
EcPR34**
EcPR35**

EcPR37
EcPR38**
EcPR39

EcPR40

EcPR41
EcPR42
EcPR43
EcPR44
EcPR45

Poultry
Poultry

Poultry

Poultry

Water
Water

Feed

Feed
Poultry
Poultry

Poultry
Poultry

Bedding

Bedding
Bedding
Bedding

Bedding
Bedding
Poultry

Poultry

Poultry
Bedding
Feed
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Bedding

N FRPFP DN

N
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20
30
30
20
20
30
30
30
30
30
10
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10
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20
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20
30

blactx-m1/blatem

blactx.m1/ cit

blacTx-m1

blacTx-m1

blactx-m1/blarem
blacTx-m1

blacTx-ms
blactx-m 1 / blarem

blactx-m 1/ blatem

blactx-m1/blacTx-ms

blacTx-ms
blactx-ms
blactx-ms

blactx-m 2/ blatem

blactx-m g/ cit

blacTx-m 2

blactx-m 2
blacTx-m 1/ blarem
blacTx-m1
blacTx-m1
blacTx-m2

N

FIA - FIB

FIB
I11-FIB

FIB

FIB
FIB
FIB
11 -HI2 -
FIB
FIA - FIB

FIA - FIB

FIA-FIB

FIB
FIB
FIB
FIB
FIB

Bl

Bl

Bl
Bl

Bl

B2
B2
B2

Bl

Bl
Bl
Bl

CHL — STX-FOT - TET — NAL
AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX - ENR - NOR —
CIP — CHL — STX—-FOT - TET — NAL
AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX - ENR — NOR —
CIP - CHL — STX—-FOT - TET — GEN — NAL —
FOX
AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX - ENR — NOR —
CIP —CHL — NIT = STX - FOT - TET — GEN — NAL
ATM - CTX—-ENR - NOR - CIP - STX - FOT —
TET — NAL
NAL
NAL
AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX - ENR — NOR —
CIP —CHL - STX-FOT - TET — NAL
ATM - FEP - CTX-ENR - NOR - CIP — CHL —
STX—-FOT - TET — GEN — NAL
CTX—-ENR -NOR —-CIP - FOT - TET — NAL
AMC — ATM — CAZ - FEP — CTX - ENR — NOR —
CIP — CHL — FOT — TET — GEN — NAL
ATM — FEP - CTX-ENR - NOR - CIP — NIT -
STX-FOT - TET — GEN — NAL
ATM — FEP — CTX-ENR - NOR - CIP — NIT -
STX—-FOT - TET — GEN — NAL
ATM — FEP — CTX-ENR - NOR - CIP — CHL -
FOT — SXT - TET — GEN- NAL
STX - GEN
STX - GEN
STX - GEN

FEP — CTX - NIT —STX-TET - GEN — NAL

ENR — NOR - CIP — STX - TET — GEN — NAL
AMC — CAZ - FEP - CTX - STX - TET — GEN —
FOX
ATM - FEP - CTX-ENR -NOR -CIP - STX -
TET — GEN — NAL
ATM — FEP — CTX - TET — GEN — NAL
ATM — CAZ — FEP — CTX - STX - TET — GEN
ATM — FEP — CTX - STX - TET — GEN
FEP — CTX - STX-TET — GEN
ATM — FEP — CTX - STX - TET — GEN — NAL
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EcPR46**
EcPR47
EcPR48
EcPR49

EcPR50

EcPR51
EcPR52
EcPR53
EcPR54
EcPR55

EcPR56

EcPR57

EcPR58**
EcPR59**

Bedding
Poultry
Poultry
Poultry

Poultry

Beetle
Beetle
Beetle
Beetle
Bedding

Poultry

Poultry

Water
Water

W W w w

P WOWwWWwww w

3
3

30
30
30
30
30
30
30
30
20
30
30
30
30
30

blacTx-m 2
blactx-m 2
blacTx-m 2

blacTx-m 2

b|aCTx.M 8 / cit

blacTx-m 2
blacTx-m 2
blactx-m 2/ blatem
blactx-m1/ blatem
blactx-m 2

blacTx-m 2

blacTx-m1

FIB

11 -FIB
I11-FIB
I11-FIB
I11-FIB
FIB

FIB

o o¥vuou U U O O >»

W)

OO

GEN - NAL
FEP — CTX—-ENR - NOR - CIP — STX - GEN —
NAL
ATM — FEP — CTX - ENR — CHL — STX — NAL
ATM - FEP - CTX-ENR -CIP - STX - TET —
GEN — NAL
AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX-NOR - STX —
TET — GEN — NAL — FOX
ATM — FEP — CTX - STX - TET — GEN — NAL
ATM — FEP — CTX - STX - TET — GEN — NAL
ATM — FEP — CTX - STX - TET — GEN — NAL
ATM — FEP - CTX - STX - TET - GEN
ATM — FEP — CTX - TET — GEN — NAL
ATM - FEP - CTX-ENR -NOR - CIP - TET —
GEN — NAL
ATM - CAZ - FEP — CTX-ENR - NOR - CIP —
NIT — STX - FOT — TET — GEN — NAL
ENR — STX - GEN — NAL
ENR — STX - GEN

** E. coli strains isolated in MacConkey agar without suplement with cefotaxime



Table 3. Phenotypic and genotypic characteristics of E. coli strains isolated from poultry farms in Rio Grande do Sul.

Strain Source Farm Period ESBL/AmpC genes Inc. Phylogenetic Antimicrobial resistance mer-1 fosA3
Group. group gene gene

EcRS01** Poultry 4 1° b|aCTx.M 8 /bIaTEM FIB D TET — GEN - -

EcRS02**  Poultry 4 1° blactx-ms FIB D AMC - TET — GEN — NAL - -

EcRS03** Poultry 5 1° b|aCTx.M 8/ bIaTEM FIB D AMC - TET - GEN - -

EcRS04** Water 5 1° blactx-m s / blatem F|A|;I|(::|B - Bl - - -

EcRSO05** Bedding 5 1° blatem FIB - FIC Bl TET — GEN - -

EcRS06** Bedding 4 1° - FIB A AMC — CHL — TET — NAL - -

EcCRSO7**  Poultry 6 1° blarem 11-FIB B1 - - -

EcRS08**  Poultry 6 1° blarem I11-FIB D - - -
o AMC — ATM — FEP — CTX - ENR — NOR - CIP

EcRS09 Poultry 4 2 blacTx-m2 I11-FIB D — STX — TET — GEN — NAL - -
o AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX - ENR — NOR

EcRS10 Poultry 4 2 blactx-m2/blatem I11-FIB D _CIP — TET — GEN — NAL — FOX - -

EcRS11 Bedding 6 2° blacTx-m 2 FIB A AMC —ATM - CAZ __FI\IIE:L_ CTX - STX - GEN - -

EcRS12 Poultry 6 2° blactx-m 2/ blactx-ms 11-FIB B2 AMC — ATM — CALZN_AFLIE_PF_O?(TX - STX-GEN - -
o . AMC — ATM — CAZ — CTX - ENR - NOR - CIP

EcRS13 Poultry 6 2 blarem / cit FIB B1 —STX — TET — GEN — NAL — FOX - -
o AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX — ENR — NOR

EcRS14 Poultry 5 2 blactx-m1 / blarem FIB D — CIP — TET — GEN - NAL - -
o AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX — ENR — NOR

EcRS15 Poultry 2 blactx-m 2 11-FIB D —STX — TET — GEN — NAL — FOX - -

EcRS16** Feed 1° blarem FIB A NAL - -

EcRS17 Bedding 6 1° blactx-m2/blatem 11 _F|I_|B:2 - B1 ATM — FEP — CTX - FOT - TET — GEN - -
. o AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX — ENR — NOR

EcRS18 ~ Bedding 5 1 blacrxuz/blarew FIB Bl — CIP - CHL — TET — GEN — NAL — FOX ; ;
R blactx-m 1/ blarem/ AMC — CAZ - CTX - ENR = NOR - CIP — STX

EcRS19 Poultry 4 3 cit I1-FIB D _ GEN — NAL — FOX - -
o AMC — ATM — FEP — CTX — ENR — NOR - CIP

EcRS20 Poultry 4 3 b|aCTx.M 2 /bIaTEM FIB D _STX — TET — GEN — NAL - -
R AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX — ENR — NOR

EcRS21 Poultry 5 3 blacTx-m 2 FIB D —TET — GEN — NAL - -

EcRS22  Poultry 5 3° blacrx. 11— FIB D AMC — ATM — CAZ — FEP — CTX — ENR — NOR - -

— CIP — TET — GEN — NAL
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blacTx-m 2
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/ cit
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/ cit
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AMC — ATM - CAZ - FEP - CTX - FOT - TET
— GEN - FOX

AMC — ATM - CAZ - FEP — CTX - ENR — NOR
— CIP —TET - GEN — NAL
ATM - FEP — CTX—-ENR - NOR - CIP - STX —
TET — GEN — NAL
TET
TET - FOX
TET
ENR — NOR — CIP — NIT - TET — NAL
ENR — NOR — CIP — NIT - TET — NAL

ENR — NOR - CIP — SXT - TET — NAL

CHL - TET - GEN
CHL - STX-TET - GEN

ATM — FEP — CTX — STX — GEN — NAL
ATM - CTX - ENR - STX - GEN — NAL
FEP —TET
ATM - FEP — CTX -ENR - STX - GEN — NAL
- FOX
ATM — FEP — CTX — STX — GEN — NAL
AMC — ATM - CAZ
AMC - ATM - CAZ - FEP —CTX - STX-TET
— GEN - FOX
AMC - ATM - CAZ - FEP - CTX-STX-TET
— GEN - FOX
ATM — FEP — CTX - ENR - STX - GEN — NAL
AMC —ATM - CAZ - FEP - CTX-STX-TET
— GEN - FOX
AMC - ATM - CAZ - FEP —CTX - STX-TET
— GEN - FOX
ATM — FEP — CTX — STX — GEN — NAL
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blactx-m2 / blactx-ms

AMC — ATM - CAZ - FEP - CTX - STX-TET

EcRS53 Bedding 8 3 / cit 11-FIB A _ GEN — FOX
EcRS54 Poultry 3° blacrx-m 2 - A ATM - CAZ - FEP _—Cl;lr;\(L_ ENR - STX - GEN
EcRS55 Poultry 7 3° blactx-m 2 - A ATM — FEP — CTX — ENR — STX — GEN* — NAL
° b|ac'rx.|v| 2 / b|ac'rx.|v| 8/ AMC —ATM —-CAZ -FEP -CTX-STX-TET
EcRS56 Poultry 8 3 cit FIB A — GEN — FOX
° . AMC — ATM - CAZ - CTX-ENR - NOR - CIP
EcCRS57 Poultry 8 3 cit - —STX — TET — GEN — NAL — FOX
EcRS58** Bedding 6 3° blactx-ms/ blatem I1-FIB Bl ENR — NOR - CIP — CHL — STX — TET — NAL
ECRS59** Water 4 2° blarem - A ENR — NOR - CIP — TET — NAL
EcRS60** Bedding 8 2° blactx-m 2 I1-FIB A ATM —FEP — CTX - STX - TET — NAL

** E. coli strains isolated in MacConkey agar without suplement with cefotaxime
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Table 4. Distribution of ESBL-producing E. coli strains according to combination genes and sources in PR and RS states.

Poultry litter Poultry Poultry Feed Beetle
PR RS PR RS PR RS PR RS

CTX-M1 -
CTX-M1 + fosA3

CTX-M1 + TEM + fosA3
CTX-M1 + CTX-M2 + CTX-M8

CTX-M1 + TEM

CTX-M1 + CTX-M8 + TEM +
fosA3

CTX-M1 + cit

CTX-M1 + CTX-M8 + fosA3
CTX-M1 + TEM + cit
CTX-M2

CTX-M2 + TEM
CTX-M2 + mcr-1
CTX-M8 + fosA3
CTX-M8 + cit

CTX-M2 + CTX-M8
CTX-M2 + CTX-M8 + cit
CTX-M2 + cit

TEM + cit

cit

96



97

Table 5. Phylogenetic distribution of 78 ESBL producing E. coli strains and 39 non-ESBL-producing E. coli strains according to isolate source.

ESBL producer — number of strains (%) Non-ESBL producer — number of strains (%)

A Bl B2 D TOTAL A Bl B2 D TOTAL

Poultry Litter 12 (15.4%) 9 (11.5%) 0 (0%) 8 (10.3%) 29  2(5.1%) 2(5.1%) 3(7.7%) 5(12.8%) 12

Poultry 6(7.7%) 3(3.8%) 1(1.3%) 23(29.5%) 33  1(2.6%) b5(12.8%) 1(2.6%) 4(10.3%) 11
Poultry Feed  0(0%)  1(1.3%) 0(0%) 3 (3.8%) 4 4(103%) 0(0%) 2(5.1%) 1 (2.6%) 7
Water 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 2(5.1%) 4(10.3%) 0(0%) 3 (7.7%) 9
Beetle 00%)  4(5.1%) 1(1.3%) 7 (9%) 12 NS (0%) NS(0%) NS(@O%) NS(@O%) NS

NS — Not Sampling
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Figure 2
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6.0 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

- A cama de frango e os besouros (Alphitobius sp.) sdo pontos criticos na

producao de frangos de corte, das granjas do sul do Brasil.

- A maioria das E. coli foram classificadas como multirresistentes

- O gene predominante entre E. coli produtora de ESBL deste estudo foi o

blacrx-m2.

- Os plasmideos mais frequentes entre as amostras foram Incll e o IncFIB.

- E. coli produtora de ESBL estéa distribuida entre os grupo A, B1 e D.

- Cepas apresentando o gene fosA3 estéo presentes nas granjas do Parana.

- Existe uma grande diversidade de clones de E. coli produtora de ESBL,

indicando que a disseminacéo da resisténcia pode ocorrer de forma horizantal.



