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RESUMO

Hortalicas s3o componentes essenciais de uma dieta saudavel e frequentemente
consumidas cruas, o que pode facilitar a transmissao de patégenos como E. coli. Além de
causar infecgoes, E. coli pode disseminar genes para outros microrganismos, COmo o mcr-
1, que confere resisténcia as polimixinas. A resisténcia a antimicrobianos, especialmente
a polimixina, um dos ultimos recursos terapéuticos contra infec¢des por bactérias
multirresistentes, tem se tornado uma preocupacdo crescente. Diante disso, torna-se
importante avaliar a prevaléncia desses microrganismos em hortaligas. Este estudo teve
como objetivo caracterizar fenotipicamente e genotipicamente cepas de E. coli resistentes
a polimixina isoladas de hortaligas comercializadas em Londrina, PR, entre outubro de
2022 e fevereiro de 2023. De 514 amostras analisadas, foram analisadas 10 cepas de E.
coli resistentes a polimixina, sendo 5 provenientes de alface, 2 de almeirdao e 3
distribuidos entre agrido, couve e ricula. A resisténcia a polimixina foi determinada por
microdilui¢ao em caldo, onde 8 isolados apresentaram Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) de 4 mg/L, enquanto 2 cepas demonstraram CIM de 8 mg/L ¢ 16 mg/L,
respectivamente. O teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que todas as cepas
eram produtoras de AmpC, além de outras resisténcias. Quatro cepas transferiram a
resisténcia a polimixina por conjugacdo, indicando a capacidade de transferéncia deste
gene por plasmideos. O sequenciamento do genoma revelou cepas de diferentes STs,
sendo o mais prevalente o ST48 e presenca de genes associados a patogenicidade, como
csg, ibeC, ibeB, entre outros. Além de apresentar dois plasmideos com o gene mcr-1,
pOI111 1_AP010962 e Inclll(Alpha) 1_AP005147. A andlise filogenética indicou
relagdes das cepas com fontes diversas, como ambiente e animais. Este estudo reporta,
pela primeira vez no Brasil, a presenca de E. coli resistente a polimixina em hortaligas,
destacando o risco zoonoético e a disseminacdo de genes de resisténcia por meio de
plasmideos moveis. Os resultados reforcam a necessidade de um monitoramento continuo
desses alimentos para mitigar a propagacdo da resisténcia antimicrobiana e proteger a
saude publica.

Palavras-chave: Seguranca dos alimentos, Conjugacio bacteriana, Saude Unica
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ABSTRACT

Vegetables are essential components of a healthy diet and are often consumed raw, which
can facilitate the transmission of pathogens such as Escherichia coli (E. coli). In addition
to causing infections, E. coli can disseminate genes to other microorganisms, such as mcr-
1, which confers resistance to polymyxins. Antimicrobial resistance, particularly to
polymyxin one of the last-resort therapies against infections caused by multidrug-resistant
bacteria has become an increasing concern. Therefore, assessing the prevalence of these
microorganisms in vegetables is crucial. This study aimed to phenotypically and
genotypically characterize polymyxin-resistant E. coli strains isolated from vegetables
commercialized in Londrina, Parand, between October 2022 and February 2023. Among
the 514 samples analyzed, 10 E. coli strains resistant to polymyxin were identified, with
5 originating from lettuce, 2 from escarole, and 3 from watercress, kale, and arugula.
Polymyxin resistance was determined by broth microdilution, where 8 isolates exhibited
a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 4 mg/L, while 2 strains demonstrated
MICs of 8 mg/L and 16 mg/L, respectively. Antimicrobial susceptibility testing revealed
that all strains produced AmpC, in addition to exhibiting other resistances. Four strains
transferred polymyxin resistance via conjugation, indicating the ability to transfer this
gene through plasmids. Whole-genome sequencing revealed strains belonging to different
sequence types (STs), with ST48 being the most prevalent, and the presence of genes
associated with pathogenicity, such as csg, ibeC, and ibeB, among others. Additionally,
two plasmids carrying the mcr-I gene were identified: pO111_1__AP010962 and
Incl11(Alpha) 1__APO005147. Phylogenetic analysis indicated relationships between the
strains and diverse sources, including the environment and animals. This study reports,
for the first time in Brazil, the presence of polymyxin-resistant E. coli in vegetables,
highlighting the zoonotic risk and the dissemination of resistance genes through mobile
plasmids. The findings reinforce the need for continuous monitoring of these foods to
mitigate the spread of antimicrobial resistance and safeguard public health.

Keywords: Food safety, Bacterial conjugation, One Health



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Principais fontes de contaminacao das hortaligas...........cccccvveveivenieninnennn, 18
Figura 2. Mecanismos da patogénese de E. coli diarreiogenica ............cccueevveereveecvrennnnns 25
Figura 3. Estrutura e mecanismo de agdo da polimixina B...........c..cccceevviiiiiieecnieenne. 28

Figura 4. Mecanismos de resisténcia de bactérias Gram-negativas contra
POLIMIXINGAS ....etteivieeiieeieeeiteeite et e it e ete et e e ateebeesaaeeteessseenseessseenseessseanseessseenseessseenseansnas 30

Figura 5. Grafico de calor demonstrando os dados da origem das amostras e suas
Caracteristicas feNOLIPICAS ...eevvireriieeeiieeciee ettt e et e e e e e e saeeesareeeenseeeeneas 38

Figura 6. Comparac¢ao entre os plasmideos carregando o gene mcr-1 de E. coli

POTLLT 2ottt a et b e st be et et e b e st b b s 41
Figura 7. Comparacdo entre os plasmideos carregando o gene mcr-1 de S. enterica

RO ...ttt 42
Figura 8. Filogenia de E. coli isoladas de hortalicas portadoras do gene mcr-1............... 43

Figura 9. Arvores filogenéticas representando o coregenoma e o pangenoma de DEC ...44

Figura 10. Arvores filogenéticas representando o coregenoma e o pangenoma de



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Filotipagem de Clermont, Sorotipo, ST, Complexo Clonal, Genes de

resisténcia/Polimixina, Grupo Inc/Plasmideo, das cepas isoladas de hortaligas na cidade
Londrina-PR 38

Tabela 2. Genes relacionados as classes de antimicrobianos a resisténcia fenotipica
encontrada NO antiblOZrama..........c.c.ccecuiiiiiiiieiiiie ettt et rae e s e e eanee s 39

Tabela 3. Presenca de genes relacionados a EXPEC e DEC encontrado nos
OTIOIIIAS. 1.vvvvreeeeuereeeeeeuereeeeaaauseeeeesasaeeesaassaeeeaanseeeseasssseesaansseeessnssssessanssneesssnssseessnnsseeesanns 43



LISTA DE ABREVIATURAS
LPS — Lipopolissacarideo
MDR — Bactérias multirresistentes
OMS - Organizacao Mundial da Saude
FAO - Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura
STEC - E. coli produtora de toxina Shiga
ARB — Bactérias resistentes a antibidticos
DEC - E. coli diarreiogénica
EPEC - E. coli enteropatogénica
EHEC - E. coli enterohemorragica
EAEC - E. coli enteroagregativa
ETEC - E. coli enterotoxigénica
EIEC - E. coli enteroinvasiva
DAEC - E. coli aderente difusamente
A/E - attaching and effacing
LT - heat-labile
ST - heat-stable
EPEC-t - E. coli enteropatogénica tipica
EPEC-a - E. coli enteropatogénica atipica
EAF - adherence factor
LEE - locus of enterocyte effacement
PALI - pathogenicity island
T3SS - sistema de secrecao tipo I11
BFP - bundle forming-pilus
LA - Adesao localizada
SHU - Sindrome Hemolitico-Urémica
CH - Colite Hemorragica
SLTs - Shiga-like toxins



AAF - Adesao Agregativa

AggR - Regulador de Adesdao Agregativa

CFs - colonization factors

T2SS - Sistema de secrecao tipo 11

AMPc - Monofosfato ciclico de adenosina
CFTR - Regulador de condutancia transmembranar da fibrose cistica
EXPEC - E. coli patogénica extraintestinal
UPEC - E. coli uropatogénica

ITUs - Infecgdes do trato urinario

NMEC - E. coli associada a meningite neonatal
SEPEC - E. coli associada a sepse

APEC - E. coli patogénica aviaria

MPEC - E. coli mamaria patogénica

RAM - Resisténcia aos antimicrobianos

ME — Membrana externa

L-Ara4N - 4-amino-4-desoxi-L-arabinose
pEtN — Fosfoetanolamina

ECDC - Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doengas
EGM - Elementos genéticos méveis

ARGs - Genes de resisténcia a antibioticos
THG - Transferéncia horizontal de genes
MLST - Multilocus Sequence Typing

CIM - Concentragao Inibitéria Minima



SUMARIO

1. INEFOAUGAD ..cceiviinnrnenniiicessisssssnessseecsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssons 15
2. ReviSA0 BIDLIOGIafiCa ..ccuueiierivnnicnsssnnricssssnnicssssnnncsssssnsesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssass 17
2.1 Nutrigao € Seguranga aliMentar.............ccueerueeeirerieenieeiieeieerieesreeteesaeeseesereeseesaneens 17
2.2 ESCREFICHIA Ol 18
2.3 Escherichia coli enteroPatOZENICA ... ...ccveevieeiieiieeieeieeeieeieeseeeteestaeeseessseeseesaneens 19
2.4 Escherichia coli enterohemorragica/produtora de toxina shiga ............cccceeeeveenneen. 20
2.5 Escherichia coli enteroagregatiVa ...........cccueeeeieeeiiieeiieeeireeesaeeeseeesseeesseeessveeessees 21
2.6 Escherichia coli enterotOXIZENICA .......ccuuieuieiiietieriieeiee et eieesite et e site e b e seeeebeesaeeens 22
2.7 Escherichia coli @NterOINVASIVA ........cccueveerieeieriieieniesieeieeeesteeeesieeseeeeesneeseeeaeseeens 23
2.8 Escherichia coli aderente difusa.............cooeeiiiiiiiniiiiiiiiiecee e 24
2.9 Escherichia coli patogénica extraintestinal .............cceevveeeiierieiiiienieeieeree e 25
2.10 ExPEC e DEC isoladas de VEZEtais.........ccceeueruierierieneiienicsieeicneenie e 26
2.11 Resisténcia a0s antimiCIODIANOS ..........cccveeerureeeiiireeiiieeeireesreeesreeesreeessseeesnseeensnens 26
2.12 POIMIXINGS ..uvvieievieeeiieeetieesieeeeteeesteeeseteeessseessaeeeseeesssseessseaessseeessseeensseesnsseesnssens 27
2.13 Mecanismos de resisténcia contra as POlMIXiNas.........ccveeeveerveerreenveeseenveesreennnes 28
2.14 Elementos ZENEtICOS MOVEIS ....eerurrrerrieerieeerreeesreeesreeessreeansseesssseessseesssseesssseessssees 30
2.15 Sequenciamento do genoma bacteriano...........eevveeerreeerieeeiieeeiieesieeesieeesreeennneees 31
3. ODJELIVOS ceerurersurensuensnensaenssnesssnnsssnsssnssssesssnssssssssnsssssssssssssssssssssassssassssasssssssasssssssssssssne 33
3.1 ODBJEtIVO ETAL......eiiiiiiiieie ettt sttt neas 33
3.2 ODbJEtiVOS ESPECTIICOS ...vieuvieiiieiieiiieeiie ettt ettt ettt et e s e et e st e e beesateenbeeseees 33
4. Material e métodos .. 34
4.1 Isolamento, identificacdo € amostragem bacteriana.............cccccveeevuveeeiieeenceeencneeenneenn 34
4.2 Caracterizagdo fenotipica da resisténcia a antimicrobianos ............ccecveerevveerveeennnenn. 34
4.2.1 Ensaio de microdiluicd0 €m Caldo .........cceeeeieiviiiiiiiiiiiccceie e 34
4.2.2 Sensibilidade a antimicrobIaNO0S .........cceevueriiriiiiienienieieeeerieee e 34
4.3 Teste de transferéncia Por CONJUZACAO ........eeruvreuierieeieeeieeiee e eteesteereesieeeseesaeeens 35
4.4 Sequenciamento do genoma total............ccouiiriieiiiiiiiiiie e 35
4.4.1 MONtAZEIM € ANOLAGAD ... .veeeutieeririeeriiieerieeeriteeesiteeesiteeesteeeebaeestaeesbeeesabeeesaseeenaneeas 35
4.4.2 Analise filogenética € WEMLST .........ccooiiiiiiiiiieeee e 36
4.4.3 Caracterizagcdo dos plasmid€0os MCT ..........cecvvieeriieeiiieeiiie et 36

4.4.4 Analise de genes relacionados com DEC € EXPEC...........ccccoeviiiiiiiiiciieccieee, 36



S RESUITAGOS ceveveeereeneeeereeneeereereseereseesessessessasessesessasssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssessssas 37

5.1 Isolamento, identificagdo € amostragem bacteriana............cccccueeeevveeecreeesceeescreeenenennn 37
5.2 Caracterizagao fenotipica da resisténcia a antimicrobianos ............cceceveeeevveerveeennnenn. 37
5.2.1 Ensaio de microdilui¢ao em caldo..........cccooviieiiiiiiiiieiiicceecce e 37
5.2.2 Sensibilidade a antimicrobIan0S .........cc.cevvirieriierierienieieeereee e 37
5.3 Teste de transferéncia por CONJUZACAO ......cueeruvrerurerieeiiieeieerieesreeteesreesseeseeesseesaeeens 37
5.4 Sequenciamento do genoma total € analises filogenética.............ccceeevvveeecrveenreeennnenn. 38
6. DISCUSSA0 ccccuueeiiiniiiineeisneeisnniisnncssseesssseessssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssasssssnsssssssssssnes 46
7. CONCIUSAD c.cuuereeunricinnrinsnneesseniessnresssncssssnessssnsssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssnes 50
LT 2 3 e (T T 51
APCIAICES covverrrniesnissanosensssnosssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssassssssssssossssssassssassssssssass 61




O VW 00 N o0 U A W N -

W W W N N N NN N NN N N DN DN /2 @A @ @ @Q @ @ @ @ o«
N = O VW 0 N O Ul A W N = O Vv 00 N O Ul D W N =

1. Introducao

As hortaligas s3o elementos essenciais de uma dieta saudavel e equilibrada. Nos
ultimos anos, houve um aumento global no consumo desses alimentos, devido a
promocao de estilos de vida mais saudaveis (CDC, 2024; MACHADO-MOREIRA et al.,
2019). Em muitos casos, esses produtos sao consumidos frescos, sem passar por nenhum
processo de preparagdo prévia para garantir a remog¢do ou inativacdo eficaz de
contaminantes, como residuos quimicos ou microrganismos patogénicos (HEATON;
JONES, 2008; HOLZEL; TETENS; SCHWAIGER, 2018; RAHMAN et al., 2021).

Entre os microrganismos que podem estar presentes em hortali¢as, um dos mais
importantes ¢ Escherichia coli., microrganismo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, comumente encontrada no trato gastrointestinal de humanos e
animais homeotérmicos como parte da microbiota intestinal. Entretanto alguns isolados
dessa bactéria podem ser patogénicos e causar infeccdes no trato urindrio, no sistema
digestorio e na corrente sanguinea (NATARO; KAPER, 1998).

Sua transmissdo ocorre principalmente através do consumo de alimentos
contaminados como carnes mal cozidas e vegetais crus (BASTIDAS-CALDES et al.,
2022). Além disso, esse microrganismo possui uma notavel habilidade em acumular
mecanismos de resisténcia a antibidticos, sendo um deles o mcr-1, responsavel pela
resisténcia as polimixinas e disseminado por meio da transferéncia horizontal de genes
(NANG; LI; VELKOV, 2019). Elementos genéticos mdveis, como transposons €
plasmideos de resisténcia multipla, desempenham um papel crucial na propagacao desses
genes (LIU et al., 2018; POIREL et al., 2018).

O primeiro relato do gene mcr-1 foi em novembro de 2015 na Republica Popular
da China, este gene foi encontrado em E. coli isoladas em suinos em matadouros e carnes
vendidas em estabelecimentos comerciais (LIU et al., 2016). Anx tes dessa descoberta, a
resisténcia as polimixinas era reconhecida apenas como uma caracteristica mediada pelo
cromossomo bacteriano (MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021; NANG; LI;
VELKOV, 2019). No entanto, esse achado representa uma preocupacao significativa para
a saude global, devido ao aumento da disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos,
através de alimentos (LIU et al., 2016).

O grupo de antibidticos conhecido como polimixinas foi descoberto em 1947 a
partir da bactéria Bacillus polymyxa. Desde entdo, mais de quinze variacdes foram

identificadas, destacando-se a polimixina B e a polimixina E. Esses antibidticos
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apresentam um espectro de acdo restrito a bactérias Gram-negativas, sua atividade
antimicrobiana ocorre principalmente no LPS, alterando sua carga através de interagdes
eletrostaticas, causadas pela regido peptidica catidnica desses elementos (MOHAPATRA;
DWIBEDY; PADHY, 2021; NANG et al., 2021).

Desde a década de 1970, as polimixinas foram amplamente abandonadas no
tratamento clinico de infecgdes bacterianas devido as reagdes adversas como, danos ao
sistema nervoso e sua baixa capacidade de excrecdo pelos rins (LI et al., 2022a). No
entanto, essa realidade mudou devido ao aumento de bactérias multirresistentes (MDR)
favorecidas pelo uso intensivo de antibidticos (BARLAAM et al, 2019;
LAXMINARAYAN et al., 2020). Sendo assim, ¢ de extrema importdncia monitorar a
prevaléncia epidemioldgica dos genes mcr na comunidade, para que seja possivel manter
um controle sobre o uso de medicamentos, visando prevenir o aumento da resisténcia

bacteriana a uma das ultimas op¢des no tratamento clinico e veterinario.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Nutricao e seguranca de alimentos

A Organizag¢ao Mundial da Satde (OMS) e a Organizagdo das Nacdes Unidas para
Alimentagao e Agricultura (FAO) recomendam enfaticamente o consumo diario de frutas
e vegetais como parte essencial de uma dieta saudavel, devido ao seu elevado valor
nutricional (FAO, 2021). Esses alimentos desempenham um papel fundamental na
manuten¢do da saide humana, contribuindo significativamente para a prevencdo de
doengas (MOSTAFIDI et al., 2020).

No entanto, o consumo de vegetais frescos, incluindo folhosos, ndo folhosos, e
frutas, pode expor os individuos a patdgenos transmitidos por alimentos, destacando-se
as bactérias resistentes a antibidticos. Esses microrganismos representam uma séria
ameaga a seguranca dos alimentos, pois podem contaminar os alimentos em diversas
etapas da producdo e processamento (ARORA; THANGAVELU; KARANIKOLOS,
2020; RAHMAN et al., 2021).

Produtos frescos podem ser contaminados por patdégenos em vdrias etapas da
produgdo e distribuicdo, incluindo praticas agricolas como a irrigagdo com aguas
residuais e o uso de biossoélidos ou esterco como fertilizante. Além disso, a contaminagao
pode ocorrer durante o transporte e manuseio dos produtos. Nas tltimas décadas, tem-se
observado globalmente um aumento nas doengas causadas por patdgenos presentes em
verduras (MACHADO-MOREIRA et al., 2019; UYTTENDAELE et al., 2015).

Estudos demonstraram uma associacdo entre o consumo de vegetais frescos e
produtos relacionados a surtos de doengas transmitidas por alimentos na Europa.
Salmonella geralmente sdo mais comuns nesses surtos, porém outros patdgenos
recorrentes incluem E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e Listeria monocytogenes
(AUTHORITY, 2018; VOJKOVSKA et al., 2017). Existem varios relatos sobre a
presenca de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos (ARB) em verduras,
especialmente da familia Enterobacteriaceae (ELSHAFIEE et al.,, 2022; LUNA-
GUEVARA etal., 2019; WONG; WAN; CHEN, 2013)
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Figura 1. Principais fontes de contaminagdo das hortaligas. Origem animal, como fezes de animais (topo);
Irrigagdo com agua de fontes contaminadas (direita); Origem humana, por erros no manuseio, tanto no
ambiente agricola quanto no doméstico (esquerda). Fonte: Imagem do autor (2025).

2.2 Escherichia coli

O género Escherichia, nomeado em homenagem ao pediatra alemdo Theodor
Escherich, engloba bacilos Gram-negativos anaerdbicos facultativos da familia
Enterobacteriaceae. Entre suas espécies, E. coli destaca-se por sua relevancia na
microbiota intestinal humana devido a sua ampla presenca (GOMES et al., 2016). Sua
colonizacdo no trato gastrointestinal em humanos ocorre logo apds o nascimento,
geralmente estabelecendo uma relacdo mutualistica duradoura com o hospedeiro. Embora
a maioria dos isolados de E. coli no intestino sejam da microbiota normal, algumas
possuem caracteristicas genéticas especificas que lhes permitem causar doengas, como
diarreia e infecgdes do trato urinario (BRAZ; MELCHIOR; MOREIRA, 2020; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

As cepas diarreiogénicas de E. coli (DEC) constituem um grupo homogéneo de
patdgenos intestinais que adquirem determinantes de viruléncia distintos por meio de
transferéncia horizontal de genes, além de possuirem fatores cromossomais e em certos
casos ilhas de patogenicidade (MARE et al., 2021). Essas caracteristicas definem
diferentes patotipos de E. coli, cada um com mecanismos de viruléncia especificos e
manifestagdes clinicas caracteristicas. Os principais patotipos incluem FE. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica/produtora de toxina shiga
(EHEC/STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli aderente difusamente (DAEC). Cada patotipo

representa um conjunto de clones que compartilham fatores de viruléncia especificos, o
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que ¢ crucial para sua patogenicidade no contexto clinico e epidemiolégico (GOMES et

al., 2016; GOVINDARAJAN et al., 2020; NATARO; KAPER, 1998).

2.3 Escherichia coli enteropatogénica

EPEC ¢ uma das principais causas de doencas diarreicas e surtos em lactentes com
menos de seis meses, apresentando alta morbidade e mortalidade. Embora sua prevaléncia
tenha diminuido em paises em desenvolvimento, elas continuam sendo uma preocupagao
significativa de satde publica (NATARO; KAPER, 1998; PEARSON et al., 2016).

EPEC ¢ definida pela capacidade de produzir lesdes attaching and effacing (A/E)
no epitélio intestinal, sem produzir toxinas Shiga e enterotoxinas heat-labile (LT) ou
heat-stable (ST). Esse patotipo ¢ classificado em EPEC tipica (EPEC-t) e EPEC atipica
(EPEC-a). A EPEC-t possui os genes de viruléncia completos, sendo eae+ e bfpA+. Ja a
EPEC-a ndo possui o plasmideo adherence factor (EAF), mas mantém outros fatores de
viruléncia no locus of enterocyte effacement (LEE), como eae+, entretanto ndo apresenta
os genes bfp (bfpA-) (GOMES et al., 2016; MARE et al., 2021).

Os principais genes de viruléncia de EPEC estdo localizados em uma
pathogenicity island (PAI) cromossomica de 35 kb, denominada de regido LEE, e no
plasmideo EAF. (GOMES et al., 2016; PEARSON et al., 2016). LEE carrega genes que
codificam, sistema de secrecao tipo III (T3SS), reguladores, translocadores, chaperonas
e moléculas efetoras que alteram diversos processos de sinalizagdo celular (ELLIOTT et
al., 2000; HERNANDES et al., 2009). O plasmideo EAF contém os genes para o bundle-
forming-pilus (BFP), que facilita a adesdo localizada (LA) as células epiteliais. Neste
plasmideo encontram-se dois operons, o operon BFP, formado pelos genes bfpA4 a bfpL ¢é
essencial para a sintese de BFP, pois codifica o componente estrutural BfpA, da fimbria
BFP. Enquanto o segundo operon no plasmideo EAF codifica o regulador Per, composto
por trés genes perA, perB e perC, que ativa os genes presentes em LEE e do operon BFP
(TEIXEIRA et al., 2015; TOBE et al., 1999).

Seu processo de patogénese de EPEC ocorre ao se aderirem firmemente as células
epiteliais intestinais, desfazerem as microvilosidades e inserirem moléculas efetoras no
citoplasma da célula hospedeira através de um sistema de secrecdo tipo III (T3SS), um
complexo proteico que injeta proteinas na célula-alvo. Inicialmente, utilizam a fimbria
BFP e EspA como mediadores, seguido por Tir intimina e diversos efetores que
aumentam a colonizagao bacteriana e controlam a sinalizacao das células hospedeiras. A

adesdo ¢ facilitada pela intimina (codificada por eae), que se liga a Tir, formando um
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pedestal sob as bactérias. Isso resulta em disfuncdo da barreira epitelial, alteracdo no

transporte de eletrdlitos, respostas inflamatorias e aumento da gravidade da doenga

(MARE et al., 2021; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN, 2021).

2.4 Escherichia coli enterohemorragica/produtora de toxina shiga

EHEC, um subconjunto de STEC, caracteriza-se por sua associagdo com graves
quadros clinicos, especialmente o sorotipo O157:H7, responsavel por diversos surtos
mundiais. Ao contrario do termo mais amplo STEC, EHEC se refere especificamente
aquelas cepas que causam Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU) e Colite Hemorragica
(CH). Essas bactérias patogénicas, distinguidas pela producdo de toxinas Shiga e pelas
lesdes caracteristicas de A/E em células epiteliais, sdo transmitidas principalmente por
alimentos e 4gua contaminados, representando uma ameaca significativa a satide publica.
E importante destacar que nem todas as cepas STEC causam doengas, mas todas as cepas
EHEC sido inerentemente patogénicas (MENGISTU; MENGESHA, 2023; NATARO;
KAPER, 1998; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN, 2021).

A maioria das cepas de EHEC, semelhante a EPEC, possuem uma regido
cromossdmica conhecida como LEE, que codifica determinantes de viruléncia cruciais,
incluindo T3SS e intimina, a adesina que facilita a ligacao firme as células intestinais e
leva a formagdo de lesdes A/E. No entanto, o principal fator de viruléncia em EHEC
deriva da producdo de Shiga-like toxins (SLTs), codificada pelo gene stx, sdo
responsaveis por casos clinicos graves em infecgdes por EHEC, como SHU e
insuficiéncia renal. As SLTs sdo classificadas em dois grupos principais (stx/ e stx2) com
varios subtipos. Isolados de EHEC positivas para stx2a, stx2c e stx2d estao associadas a
um maior risco do desenvolvimento de CH e SHU em compara¢do com aquelas que
carregam outros subtipos de stx (JOSEPH et al., 2020; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN,
2021).

A patogénese da EHEC ¢ iniciada pela ruptura dos canais de ion da membrana
epitelial intestinal. Essa ruptura ¢ causada pela toxina Shiga ao entrar no hospedeiro, ela
atua como molécula de sinalizagdo celular e modulador imunologico, desencadeando vias
pro-inflamatérias e de morte celular. A SHU, caracterizada por anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda, ¢ uma complicagdo principalmente
associada a lesdo das células endoteliais dos rins, embora possa afetar outros érgaos com

menos frequéncia. Estudos indicam que os rins e o trato gastrointestinal sdo os 6rgaos
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mais frequentemente comprometidos nesses casos (FAKHOURI et al., 2017; NGUYEN;
SPERANDIO, 2012; WELINDER-OLSSON; KAIJSER, 2005).

2.5 Escherichia coli enteroagregativa

Descrito inicialmente em 1987, o patotipo EAEC ¢ altamente associado a diarreia
autolimitada em individuos saudaveis (ELIAS; NAVARRO-GARCIA, 2016). No entanto,
essa bactéria ¢ endémica em algumas regiodes, sendo uma das principais causas de diarreia
do viajante e de quadros persistentes em imunocomprometidos (OKHUYSEN;
DUPONT, 2010; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN, 2021). Sua nomenclatura refere-se ao
seu mecanismo de patogénese: a capacidade de formar um padrdo de adesdo agregativo,
comparado a tijolos empilhados, devido a disposi¢do das bactérias na parede intestinal
(MEZA-SEGURA et al., 2020).

O padrao de adesao agregativo de EAEC ¢ mediado principalmente pela Fimbria
de Adesdao Agregativa (AAF), regulada pelo Regulador de Adesdao Agregativa (AggR),
codificado pelo gene aggR. Este regulador também controla a transcri¢ao de varios outros
genes importantes para a viruléncia de EAEC (MEZA-SEGURA et al., 2020). Embora
nem todos os patdgenos com o regulon AggR apresentem o padrdo enteroagregativo, €
comum classificar EAECs em tipicas (possuem AggR) e atipicas (ndo possuem AggR),
rastreando o patotipo pela deteccdo do gene aggR (MEZA-SEGURA et al., 2020;
NATARO, 2005). Existe uma grande heterogeneidade genética e soroldgica nas cepas de
EAEC, com muitos genes de viruléncia, cromossomais € plasmidiais, variando em
prevaléncia conforme a regido e o periodo de isolamento. Geralmente, estas cepas
apresentam toxinas, adesinas agregativas, e sistemas de secre¢ao do tipo VI, entre outros
fatores de viruléncia (ELIAS; NAVARRO-GARCIA, 2016).

Embora a cepa EAEC 042, utilizada por NATARO et al.,, 1995 em modelos
humanos, ainda seja referéncia para estudos de adesdo agregativa, diversos aspectos da
patogénese de EAEC permanecem obscuros. Em linhas gerais, o processo se inicia com
a adesdo da bactéria a mucosa intestinal, facilitada por adesinas e pela formagdo de
biofilme mucoide, esse processo pode ocorrer em diferentes regides do intestino. A seguir,
EAEC secreta toxinas que aumentam a permeabilidade das criptas intestinais, causam
danos as microvilosidades e induzem a extrusdo de células epiteliais, resultando na
diarreia (ELIAS; NAVARRO-GARCIA, 2016; NATARO et al., 1995; PAKBIN; BRUCK;
ROSSEN, 2021).
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2.6 Escherichia coli enterotoxigénica

ETEC ¢ uma das principais causas de diarreia, especialmente em criangas de
paises em desenvolvimento. Anualmente, responsavel por causar milhdes de casos de
diarreia, afetando desproporcionalmente criangas menores de 5 anos. Segundo a OMS,
ETEC causa cerca de 220 milhdes de episodios de diarreia globalmente, com 75 milhdes
em criangas menores de 5 anos, resultando entre 18.700 ¢ 42.000 mortes nessa faixa etaria
(BUTKEVICIUTE et al., 2021; KHALIL et al., 2018; WHO, 2021). A contaminago
ocorre pela ingestdo de alimentos ou 4agua em regides com infraestrutura sanitaria
precaria, tornando o controle desse microrganismo um desafio significativo e uma grande
preocupagdo de saude publica em paises de baixa renda (MADHAVAN; SAKELLARIS,
2015; ZHANG et al., 2022).

Um fator de viruléncia importante de ETEC estd fortemente relacionado a
adesinas chamadas de colonization factors (CFs). Esses CFs apresentam varios formatos
e tamanhos, com diferentes maneiras de se aderirem as células do hospedeiro. Eles podem
ser categorizados em quatro grupos principais com base em sua estrutura: fimbriais,
fibrilares, helicoidais e afimbriais. Outros fatores de viruléncia responsaveis por
desencadearem doencas sdo: enterotoxinas termoldbeis (LT) e enterotoxinas
termoestaveis (ST) (MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018; VIPIN MADHAVAN;
SAKELLARIS, 2015).

As enterotoxinas ST, sdo proteinas compactas codificadas por genes em
plasmideos (estA4 e estB), se dividem em ST I e ST II. O grupo ST I possui dois subtipos
STp (cepas suinas) e STh (cepas humanas), com cepas isoladas de humanos podendo
carregar ambos. ST II est4 presente normalmente em bovinos, mas ndo em humanos. Em
contraste a enterotoxina LT, sdo proteinas maiores codificadas pelo operon eltAB em um
plasmideo de viruléncia, que apresentam similaridade com toxinas da colera. Inicialmente
sintetizadas como precursores inativos no periplasma, sao liberadas pela membrana
externa e um sistema de secrecao tipo II (T2SS). Categorizadas como LT I e LT II, o LT
I possui dois subtipos LTp (cepas suinas) e LTh (cepas humanas), similara STI. O LT Il
¢ encontrado principalmente em cepas animais, mas ocasionalmente em humanos
(MENTZER; SVENNERHOLM, 2024; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN, 2021; ZHANG et
al., 2022).

ETEC inicia seu processo de patogénese no intestino delgado, aderindo-se ao

revestimento intestinal através de fimbrias como CFA/I, CFA/Il ¢ CFA/IV. Essa adesdo
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¢ crucial para a produgdo de toxinas, principalmente a LT e a ST. A LT atua dentro das
células intestinais, elevando os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), o
que leva a ativag@o do canal i6nico regulador de condutancia transmembranar da fibrose
cistica (CFTR) que inibe a troca de ions e a reabsor¢ao de sodio, contribuindo para a e a
secrecdo excessiva de agua e eletrolitos, causando diarreia aquosa (PAKBIN; BRUCK;

ROSSEN, 2021; ZHANG et al., 2022).

2.7 Escherichia coli enteroinvasiva

EIEC, identificada na década de 1940, ¢ uma bactéria Gram-negativa causadora
da disenteria bacilar, uma doenca diarreica grave semelhante as infecg¢des por Shigella.
Apesar de algumas distingdes fenotipicas, como padrdes de fermentacdo de agucares,
EIEC exibe semelhangas notaveis com Shigella. Isso inclui a invasdo de células epiteliais,
a presenca do plasmideo pINV crucial para a viruléncia e um ciclo de vida intracelular.
Analises filogenéticas sugerem que EIEC e Shigella evoluiram independentemente de
ancestrais de E. coli por meio de multiplas aquisi¢des de fatores de viruléncia. Esse
processo resultou no surgimento desses dois patdogenos entéricos intimamente
relacionados, porém distintos (CROXEN et al., 2013; GEURTSEN et al., 2022; GOMES
etal., 2016).

A viruléncia de EIEC envolve interacdo complexa entre fatores cromossomicos e
codificados por plasmideo. As ilhas de patogenicidade codificadas cromossomicamente
(SHI-1, SHI-2) abrigam genes essenciais para a invasdo e ruptura de células epiteliais.
Um grande plasmideo de viruléncia (pINV) desempenha um papel critico, codificando o
T3SS, que tem como fung¢do injetar proteinas efetoras em células hospedeiras, alterando
o ambiente do hospedeiro e beneficiando a colonizagdo bacteriana. Alguns genes, como
IpaA e VirAd, tém como alvo o citoesqueleto, promovendo a captacdo do patégeno pela
célula epitelial e inibindo a morte celular do hospedeiro. Outros, como OspZ e IpaH4.5,
modulam a resposta inflamatoria. Além disso, as toxinas ShET codificadas no
cromossomo € no pINV contribuem para a diarreia aquosa, podendo progredir para
disenteria. Em conclusao, a viruléncia da EIEC depende de um esforco coordenado de
fatores cromossomicos e codificados por plasmideo para invadir células epiteliais,
manipular o ambiente da célula hospedeira e estabelecer uma infec¢do bem-sucedida
(NATARO; KAPER, 1998; PAKBIN; BRUCK; ROSSEN, 2021; VAN DEN BELD et
al., 2020).
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A patogénese de EIEC se estabelece pela infecgdo intestinal através de uma
cascata de eventos, espelhando a patogénese da Shigella. A invasao inicial utiliza células
epiteliais especializadas dentro do coélon que concedem acesso ao tecido subjacente. A
ruptura das jungdes do colon, ainda mais agravada pela inflamacao, facilita a infiltragdo
da mucosa por EIEC. Fagocitada por macrofagos, EIEC rompe o fagossomo, permitindo
a invasdo aos colondcitos adjacentes. Uma vez dentro dos colondcitos, EIEC prospera
intracelularmente, exibindo movimento direcionado e se espalhando para células
adjacentes, causando a destruicdo inflamatoria da barreira epitelial intestinal. Essa
estratégia de invasao coordenada destaca a adaptagao de EIEC ao ambiente intestinal,
onde resiste a alteragdes de pH, temperatura e niveis de oxigénio. O resultado desse
processo ¢ uma sindrome caracteristica chamada de disenteria, caracterizada pela
presenca de sangue, muco e globulos brancos nas fezes (CROXEN et al., 2013; PAKBIN;
BRUCK; ROSSEN, 2021; PASQUA et al., 2017).

2.8 Escherichia coli aderente difusa

DAEC ¢ diferenciada pelo seu padrdo unico de aderéncia difusa ao interagir com
células epiteliais. Essas cepas estdo implicadas em uma série de problemas de satde,
principalmente afetando criancas. DAEC € responsavel por causar diarreia, mas também
tem sido associado a infec¢des do trato urinario e at¢ mesmo complicacdes na gravidez.
Um fator critico na viruléncia de DAEC ¢ a adesina Afa/Dr, que desempenha um papel
central na aderéncia difusa, permitindo que a bactéria se estabeleca nas células
hospedeiras. Apesar de exibir diversidade genética, as cepas de DAEC Afa/Dr sdo
definidas por sua capacidade de induzir diarreia (MEZA-SEGURA; ESTRADA-
GARCIA, 2016; SERVIN, 2014).

DAEC causa diarreia através de varios fatores de viruléncia, incluindo adesinas,
toxinas € mecanismos de evasdo do sistema imunologico. As adesinas sdo categorizadas
como fimbriais ou afimbriais Afa/Dr, codificado pelo operon afa/daa/dra, permitem que
DAEC se fixe as células intestinais. A toxina Sat enfraquece as juncdes entre essas
células, aumentando da permeabilidade intestinal e contribuindo para a diarreia. Algumas
cepas também produzem a toxina EASTI1, codificado pelo gene east/, que danifica
diretamente o revestimento intestinal. Para sobreviver no hospedeiro, DAEC pode
produzir sideroforos e formar cépsulas ou alterar seus antigenos de superficie para evitar
a acao do sistema imunologico (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MEZA-SEGURA;
ESTRADA-GARCIA, 2016; SERVIN, 2014).
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DAEC estabelecem infec¢des intestinais aderindo as células epiteliais. Elas
preferencialmente direcionam-se as células M nas placas de Peyer, mas também podem
colonizar células indiferenciadas e enterdcitos maduros. Essa adesdo desencadeia a
formagdo de projecdes na superficie da célula hospedeira, incorporando parcialmente a
bactéria, esse processo permite que DAEC consiga defender-se do sistema imunologico
e antibidticos, favorecendo, dessa forma, sua capacidade de persistir e se desenvolver no
ambiente intestinal (LIU, 2015; MEZA-SEGURA; ESTRADA-GARCIA, 2016;
SERVIN, 2014).
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Figura 2 Mecanismos da patogénese de E. coli diarreiogenica. Na parte superior esquerda, ETEC se adere
a mucosa intestinal e libera enterotoxinas LT ou ST, provocando diarreia. Ao lado, a EHEC se liga as células
intestinais, levando a perda das microvilosidades e liberando toxina shiga, causando lesdes intestinais. No
canto superior direito, EAEC adere de forma agregativa, formando um biofilme e, liberando citotoxinas.
Na parte inferior esquerda, DAEC se liga as células intestinais, provocando o alongamento das
microvilosidades. Ao lado, EPEC inicialmente se adere via BFPs, levando a condensacdo de actina e a
perda das microvilosidades. No canto inferior direito, EIEC invade as células intestinais, rompe o
fagossomo e se move intracelularmente, espalhando-se lateralmente para células adjacentes. Fonte: Nataro;
Kaper, (1998).

2.9 Escherichia coli patogénica extraintestinal

E. coli patogénica extraintestinal (ExXPEC) ¢ um grupo de bactérias que reside na
microbiota gastrointestinal comensal de humanos e animais. Ao contrario de DEC, que
causa infec¢des intestinais, cepas de EXPEC tém a capacidade de colonizar e invadir
orgaos extraintestinais, resultando em uma ampla gama de infecgdes. A viruléncia dessas

cepas ¢ destacada pela diversidade de fatores que facilitam a infec¢ao e a adaptagdo aos
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tecidos alvo. EXPECs sdo categorizadas em patotipos com base em seus tecidos alvo
preferenciais. Por exemplo, E. coli uropatogénica (UPEC) ¢ a mais comum, causando a
maioria das infec¢des do trato urinario (ITUs). Outros patotipos incluem E. coli associada
a meningite neonatal (NMEC), E. coli associada a sepse (SEPEC), E. coli patogénica
aviaria (APEC) e E. coli mamaria patogénica (MPEC), cada patotipo com seus conjuntos
distintos de fatores de viruléncia que facilitam a colonizagdo e a persisténcia nos tecidos

alvo (SAROWSKA et al., 2019; SORA et al., 2021).

2.10 ExPEC e DEC isoladas de vegetais

A epidemiologia das infeccdes por EXPEC varia conforme o patotipo. Por
exemplo, ITUs causadas por UPEC sdo mais comuns em mulheres, devido a diferencas
anatdmicas no trato urinario, além de outros fatores como cateteres urinarios, uso recente
de antibidticos e comprometimento do sistema imunologico. NMEC afeta principalmente
recém-nascidos, frequentemente associada a complica¢des durante o parto, enquanto
SEPEC pode se desenvolver como complica¢do secundaria de outras infec¢des. Por fim,
APEC consegue causar infecgdes em aves, como celulites aviarias e MPEC, responsavel
por causar mastites em bovinos (JOHNSON; RUSSO, 2018; SHPI GEL;
ELAZAR; ROSENSHINE, 2008; SORA et al., 2021).

A presenga desses patotipos foi relatada em varios tipos de vegetais. Em estudos
como os de Gomez-aldapa et al., 2016; Priyanka et al., 2021, foram identificadas DECs
como EHEC, STEC, ETEC, EAEC e EIEC, nas seguintes fontes: repolho, espinafre e
nopalitos (cacto do tipo palma). Em outro estudo de (PRIYANKA et al., 2023), observou-
se a presenca de EXPEC, incluindo UPEC e SEPEC, em diversos tipos de vegetais como,
cenoura, tomate e entre outros. Essas descobertas destacam o potencial de verduras de
abrigar patdogenos que representam riscos para a satide publica. Além disso, a auséncia da
deteccao de certos patotipos nao exclui sua possivel presenga, o que pode ser um indicio
de uma subnotificagdo devido a ndo inclusdo da patotipagem, em estudos de E. coli

isolados de verduras (J et al., 2020; ORTEGA-PAREDES et al., 2018).

2.11 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM), considerada como pandemia
silenciosa, ¢ uma ameaca global crescente a saude humana. O uso extensivo de
antimicrobianos na medicina, agricultura e industrias acelerou a sele¢do e a disseminacao

de patogenos resistentes. A RAM tem consequéncias significativas para a saude publica,
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causando internagdes hospitalares prolongadas, aumento dos custos com cuidados de
saude e maiores taxas de mortalidade. Outro fator crucial é a escassez de novos
antibioticos desenvolvidos nas tultimas décadas, aliada a diminuicdo da eficacia dos
medicamentos existentes devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana. Isso tem
levado ao retorno do uso de opgdes antigas, como as polimixinas (MAJUMDER et al.,

2020; MILLER; FERREIRA; LEJEUNE, 2022; PANERI; SEVTA, 2023).

2.12 Polimixinas

Descobertas em 1947 a partir de B. polymyxa, as polimixinas representam uma
classe de lipopeptideos com potente atividade contra bactérias Gram-negativas. Entre os
membros clinicamente mais relevantes, destacam-se a polimixina B e a colistina
(polimixina E). Esses antibidticos assumem um papel crucial como ultima linha de
tratamento para infec¢des causadas por patdgenos multirresistentes, como Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, os quais demonstram
resisténcia aos medicamentos comumente utilizados (AYOUB MOUBARECK, 2020;
MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021).

Sua estrutura ¢ constituida de lipopeptidios com uma estrutura caracteristica de
anel e cauda. A por¢ao do anel é um peptideo policatidonico, contendo multiplos residuos
de acido diaminobutirico carregados positivamente, enquanto a cauda consiste em uma
cadeia tripeptidica ligada a um 4cido graxo. Essa dualidade estrutural confere as
polimixinas sua natureza anfipatica: o anel catidnico confere propriedades hidrofilicas,
enquanto a cauda acil-graxo fornece caracteristicas hidrofobicas. Notavelmente, a
polimixina B e a colistina, os dois membros mais proeminentes desta classe, diferem-se
por um Unico aminoacido dentro do anel peptidico (D-fenilalanina na polimixina B e D-
leucina na colistina). A substituicdo desses aminoéacidos pode modular a conformacao
tridimensional da molécula, alterando potencialmente sua capacidade de interagir com a
membrana bacteriana (MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021; TRIMBLE et al.,
2016).

As polimixinas atuam rompendo a membrana externa (ME), esse processo ocorre
quando a regido catidonica da polimixina ¢ atraida e se liga eletrostaticamente ao
lipopolissacarideo  (LPS) carregado negativamente. Simultaneamente, a cauda
hidrofébica do acido graxo da polimixina se insere na porg¢ao lipidica A do LPS. Isso
desloca cations estabilizadores como calcio e magnésio, tornando a ME mais permeével

e levando ao vazamento de componentes celulares essenciais. Outros mecanismos de acao
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das polimixinas, ainda nao totalmente compreendidos, incluem a inibi¢do da respiragdo
bacteriana, producdo de espécies reativas de oxigénio e reducdo da divisdo celular
(MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021; PADHY; DWIBEDY; MOHAPATRA,
2024).
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Figura 3 Estrutura e mecanismo de ac¢ao da polimixina B. Fonte: Mohapatra et al., 2021

2.13 Mecanismos de resisténcia contra as polimixinas

O aumento das infecgdoes MDR causadas por Enterobacterales, P. aeruginosa e
A. baumannii levou ao uso das polimixinas como ultimo recurso terapéutico. No entanto,
0 uso excessivo desses antibioticos tem levado ao aumento de bactérias resistentes a
polimixina. O problema se torna ainda mais complexo com o surgimento de genes de
resisténcia a polimixina mediados por plasmideo, especialmente o gene mcr-1,
representando uma significativa ameaga a saude publica (AYOUB MOUBARECK, 2020;
LIU et al., 2016; TRIMBLE et al., 2016)
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Os principais mecanismos de resisténcia a polimixinas envolvem mutagoes
cromossOmicas que alteram a estrutura do LPS. Essas mudancas sdo frequentemente
reguladas por sistemas de dois componentes, PhoPQ e PmrAB, que detectam estimulos
no ambiente, como as polimixinas, ¢ desencadeiam a expressao de genes que adicionam
grupos carregados positivamente, como 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) e
fosfoetanolamina (pEtN) ao LPS. Essas modifica¢cdes diminuem a afinidade de ligagao
das polimixinas a superficie bacteriana, conferindo a resisténcia. Mutagdes em genes
reguladores como mgrB ¢ mgrR podem levar a ativacdo constante dessas vias,
perpetuando as modificacoes do LPS e mantendo a resisténcia as polimixinas. Além
disso, a perda da capsula bacteriana e a expressdo de bombas de efluxo foram propostas
como fatores que contribuem para a resisténcia as polimixinas, embora seus papéis
precisem de maior esclarecimento (AYOUB MOUBARECK, 2020; SATO et al., 2018;
TRIMBLE et al., 2016).

Outro mecanismo que as bactérias podem possuir ¢ o gene mcr-1, que codifica
uma enzima transferase responsavel por modificar o componente lipideo A do LPS. Esta
enzima catalisa a adi¢do de pEtN aos grupos fosfato do lipideo A, reduzindo a carga
negativa e consequentemente, diminuindo a afinidade das polimixinas pela membrana
externa. Desde sua descoberta, variantes (mcr-2 a mcr-10) foram identificadas em
diversas bactérias Gram-negativas. Essas variantes codificam enzimas semelhantes que
modificam a superficie da bactéria e reduzem a interagdio com as polimixinas
(ANDRADE et al., 2020; LIU et al., 2023).

A diferenca da sequéncia entre esses genes levou a sua classificagao em diferentes
variantes. O mcr-2 € fortemente relacionado ao mcr-1, enquanto mcr-3, mcr-4, mcr-7,
mcr-8, mcr-9 e mer-10 formam um subgrupo separado. Esses genes estdo localizados em
diversos tipos de plasmideos, como Incl2, IncHI2, IncX4, IncHII1, IncF, IncFI, IncFIB,
IncFII, IncP, IncP-1 e IncK, facilitando sua disseminagdo entre populagdes bacterianas.
De acordo com o Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doengas (ECDC), em 2017,
diferentes espécies bacterianas, como K. pneumoniae, P. aeruginosa, Enterobacter
roggenkampii., Salmonella spp., e E. coli, foram identificadas com o gene mcr. Além
disso, ha diversos relatos da presenca desse gene em todo o mundo (AYOUB

MOUBARECK, 2020; LIU et al., 2023).
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Figura 4 Mecanismos de resisténcia de bactérias Gram-negativas as polimixinas, mediados pelos sistemas
de dois componentes PhoPQ e PmrAB. O sistema PhoPQ ¢ ativado por sinais ambientais como baixos
niveis de Mg?* e Ca?", CAMPs e polimixinas. Essa ativagdo resulta na ativacdo do regulador de resposta
PmrA, que ¢ mediada pela proteina PmrD. PmrA, por sua vez, ativa diversos genes e operons, como
arnBCADTEF, pmrCAB, cptA, pmrR e pmrE responsaveis pela modificagdo do LPS, adicionando grupos
carregados positivamente, como fosfoetanolamina (PEtN) e 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N).
Essas modificagdes diminuem a intera¢do da membrana com a polimixina, ajudando a evitar seus efeitos
toxicos. Fonte: Mohapatra et al., 2021.

2.14 Elementos genéticos moveis

Elementos genéticos moveis (EGMs) sdao segmentos de DNA capazes de se mover
entre ¢ dentro de genomas. Esses elementos, que incluem plasmideos, transposons e
integrons, desempenham um papel significativo na evolucdo bacteriana e na diversidade
genética. No entanto, eles sdo particularmente preocupantes porque podem possuir e
disseminar genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) entre as bactérias. Essa capacidade
dos EGMs ¢ um fator importante no aumento alarmante da resisténcia antimicrobiana
(BARLAAM et al., 2019; JIAN et al., 2021).

A propagacdao de ARGs ¢ facilitada pelos EGMs por meio de um processo
conhecido como transferéncia horizontal de genes (THG), que inclui conjugagao,
transformagdo e transdugdo. Esses processos permitem que microrganismos troquem
material genético além da transferéncia vertical. Na conjugacdo, a principal estrutura
relacionada sdo os plasmideos, moléculas de DNA auto-replicantes que frequentemente
carregam multiplos genes de resisténcia. Eles podem transferir esses genes entre bactérias

por meio de um processo chamado de conjugacdo, onde células doadoras e receptoras
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trocam seu material genético. Além disso, os plasmideos sdo considerados um dos
principais fatores na disseminacdo de ARGs, tornando-os uma ameaga para a saude
publica que deve ser monitorada (BETHKE et al., 2020; VERRAES et al., 2013).

Ambientes como intestinos de animais, solo, agua e biofilmes se tornam pontos
criticos para a THG devido a proximidade e interagdo entre diferentes bactérias. A cadeia
alimentar desempenha um papel importante na disseminagdo de genes de resisténcia. Os
EGMs presentes no esterco animal usado como fertilizante podem transferir genes de
resisténcia para bactérias do solo. A partir disso, os vegetais cultivados nesses locais
podem ser colonizados por esses microrganismos. Em seguida, ao serem consumidos,
esses alimentos possibilitam que os microrganismos presentes neles colonizem o intestino
de humanos e outros animais, aumentando assim a disseminagao de genes de resisténcia
em diversas etapas da cadeia alimentar (MILLER; FERREIRA; LEJEUNE, 2022; WANG
et al., 2022).

2.15 Sequenciamento do genoma bacteriano

O sequenciamento gendmico bacteriano, iniciado com o primeiro genoma
sequenciado de Haemophilus influenzae em 1995, representou um marco significativo na
microbiologia (FLEISCHMANN et al., 1995). Desde entdo, o nimero de genomas
bacterianos tem aumentado exponencialmente, impulsionado pelo desenvolvimento de
tecnologias de sequenciamento de proxima geragdo e ferramentas bioinformaticas para
montagem e anotacdo de genomas. Esses avangos possibilitaram uma compreensdo mais
aprofundada da fisiologia, evolugdo e patogenicidade dos microrganismos (LAND et al.,
2015; LOMAN; PALLEN, 2015).

O sequenciamento de genomas bacterianos tornou-se uma ferramenta essencial no
monitoramento epidemiologico de patdgenos bacterianos, além de também ser aplicado,
embora de forma menos frequente, a fungos e parasitas. A analise gendmica facilita a
identificacdo e o rastreamento de genes de viruléncia e resisténcia bacteriana, tornando-
se indispensavel para areas como saude publica, diagnostico clinico e seguranga
alimentar. Uma das analises que podem ser utilizadas a partir do sequenciamento ¢ a
capacidade de diferenciar clones bacterianos e patotipos de E. coli, permitindo a
identificacdo de genes de viruléncia especificos utilizados na classificagdo de DEC e
ExPEC (LAND et al., 2015; LOMAN; PALLEN, 2015).

Entretanto, também existem outras técnicas importantes para a epidemiologia,
como o MLST (Multilocus Sequence Typing), que permite identificar clones bacterianos

disseminados mundialmente. Além disso, o sequenciamento permite identificar EGMs,
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como plasmideos e bacteriéfagos. Diversos plasmideos conhecidos globalmente, como o
plasmideo NDM-1, foram identificados em diferentes paises e sdo capazes de disseminar
genes de resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, reforcando a necessidade do
monitoramento desses elementos (LIU et al., 2013; PEREZ-LOSADA et al., 2013).
Com base nesse contexto, este estudo foi desenvolvido para avaliar a presenca de
E. coli polimixina resistente em hortaligas na regido de Londrina, Parand, bem como
investigar o potencial desses microrganismos em disseminar genes de resisténcia as

polimixinas.
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507

508 3. Objetivos

509 3.1 Objetivo geral
510 Realizar a caracteriza¢do genotipica e fenotipica da resisténcia a antimicrobianos
511 de E. coli resistentes a polimixina, isoladas de hortali¢cas comercializadas na regido de

512  Londrina, Parana.

513 3.2 Objetivos especificos

514 % Isolar E. coli resistente a polimixinas de hortaligas;

515 % Determinar a presenca de genes de resisténcia a polimixina;
516 +»+ Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos;

517 %+ Avaliar a capacidade de conjugacao;

518 ¢+ Caracterizar os plasmideos;

519 % Identificar genes de resisténcia e viruléncia;

520 % Determinar o perfil genético por MLST.
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4. Material e métodos
4.1 Isolamento, identificacio e amostragem bacteriana

O estudo foi realizado a partir de 514 amostras de hortalicas. Os isolados
bacterianos foram obtidos no periodo de outubro de 2022 até fevereiro de 2023 na cidade
de Londrina-PR e pertencem a Colegdo de Bactérias do Laboratdrio de Bacteriologia da
UEL. As bactérias foram isoladas das hortalicas seguindo a metodologia de WONG;
WAN; CHEN, 2013, com modificagdes. Inicialmente, 25 gramas de cada amostra de
hortalica foram adicionadas em um frasco esterilizado com 225 mL de 4agua peptonada
tamponada, homogeneizadas por 5 minutos e incubadas por 24 horas a 37°C. Uma
aliquota de 1 mL da agua peptonada foi entdo transferida para 9 mL de caldo BHI
(Difco™) suplementado com polimixina (4 mg/L) e incubada novamente por 24 horas a
37°C. Posteriormente, a cultura foi plaqueada em agar MacConkey (Difco™) e incubada
por mais 24 horas a 37°C. Colonias suspeitas de E. coli (lisa, concava, arredondada e de
cor rosa) foram triadas bioquimicamente utilizando os testes EPM, MILi (PROBAC™,

BR) e citrato de Simmons (Difco™) para confirmagao da espécie.

As amostras de hortalicas foram coletadas em propor¢des iguais entre cultivos
diretos e hidropdnicos, abrangendo diferentes tipos de hortalicas, incluindo alface, rtcula,

almeirdo, agrido, espinafre, repolho e escarola.
4.2 Caracterizacao fenotipica da resisténcia a antimicrobianos
4.2.1 Ensaio de microdiluicio em caldo

A determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi conduzida
utilizando o método de microdiluicdo em caldo, seguindo as diretrizes recomendadas pelo
(“CLINICAL & LABORATORY STANDARDS INSTITUTE”, 2023). Foram realizados
testes em triplicata, utilizando quatro concentracdes diferentes de polimixina, em caldo
Mueller Hinton MHB (Difco™). A avaliagao da CIM foi realizada de forma visual, e para
determinar a resisténcia dos isolados, foi considerada a maior concentrag¢do de polimixina

na qual ocorreu crescimento bacteriano.
4.2.2 Sensibilidade a antimicrobianos

Foi analisado o perfil de sensibilidade a antimicrobianos nos isolados obtidos de
E. coli das amostras de hortaligas, utilizando a técnica de disco difusdo em agar Mueller

Hinton (MHA) (Difco™) (BAUER et al., 1966). E para avaliar o perfil ESBL foi
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realizada a técnica de disco de aproximacgao seguindo as diretrizes do CLSI, 2023. Foram
usados os antimicrobianos recomendados pelo CLSI, 2023. No teste, foram empregados
19 antimicrobianos, amplamente utilizados em humanos e animais, entre eles estdo:
Piperacilina + Tazobactam (PPT), Amoxicilina + Clavulanato (AMC), Ampicilina
(AMP), Cefalotina (CFL), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO),
Ceftiofur (CTF), Cefepime (CPM), Aztreonam (ATM), Ertapenem (ERT), Enrofloxacino
(ENO), Levofloxacino (LEV), Fosfomicina (FOS), Sulfametoxazol (SUT), Norfloxacino
(NOR), Gentamicina (GEN), Acido Nalidixico (NAL) e Ciprofloxacino (CIP).

4.3 Teste de transferéncia por conjugacio

Para avaliar a capacidade de conjugacdo, foi utilizado a metodologia de Gama et
al., 2020 com alterag¢des. Foram preparados tubos de ensaio contendo caldo LB (Difco™),
com azida de sédio a 150 mg/L e polimixina B a 4 mg/L. Nos recipientes com azida de
sodio, foi inoculado E. coli J53 (F met pro Azi), enquanto nos recipientes com
polimixina, foram inoculados os isolados de E. coli deste estudo, sendo todos incubados
por 24 horas a 37°C. Apo6s o crescimento, 20 pL. da cultura doadora e 180 uL da cultura
receptora foram adicionados em placas de 96 pogos em uma escala de 1:10, e incubado
por 24 horas a 37°C. Em seguida, 100 uL do crescimento foram transferidos para uma
placa de dgar MacConkey (Difco™) contendo 150 mg/L de azida de s6dio e 4 mg/L de
polimixina, e o liquido foi espalhado com uma alc¢a de Drigalski, com posterior incubagdo
por mais 24 horas a 37°C. Os resultados foram determinados pelo crescimento de colonias
nas placas, seguido da transferéncia de uma colonia para um tubo de ensaio contendo
azida de sodio e polimixina nas mesmas concentragdes. O tubo foi entdo incubado a 37°C
por 24 horas, e, ap6s a incubagdo, foi observado o crescimento do transconjugantes,
confirmando a o teste de conjugagao.

4.4 Sequenciamento do genoma total

Os isolados bacterianos foram sequenciados na plataforma Illumina MiSeq. O
sequenciamento foi realizado pelo Instituto de Pesquisa do Cancer (IPEC) de acordo com
as normas do fabricante.

4.4.1 Montagem e Anotacio

O controle de qualidade das reads, foi feito utilizando o Trimmomatic v0.39
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), a montagem foi feita pelo SPAdes 4.0.0
(BANKEVICH et al.,, 2012), enquanto a anotagdo foi feita pelo Prokka v1.14.5
(SEEMANN, 2014). Os genes de resisténcia e viruléncia e plasmideos foram

35



585
586
587
588

589
590
591
592
593
594
595
596

597
598
599
600
601
602

603

604
605
606
607
608
609
610
611
612
613

614

identificados utilizando 0 software ABRIcate v1.0.0
(https://github.com/tseemann/abricate) (CARATTOLI et al., 2014; JIA et al.,, 2017;
ZANKARI et al., 2012). O sorotipo e o MLST, respectivamente pelo ECTyper v.1.0.0
(BESSONOV et al., 2021) e PubMLST (JOLLEY; BRAY; MAIDEN, 2018).

4.4.2 Analise filogenética e wgMLST

Para a analise filogenética das cepas portadoras do plasmideo com o gene mcr, foi
gerada uma minimum spanning tree no Enterobase utilizando o algoritmo MSTree V2,
utilizando o wgMLST das cepas selecionadas (ZHOU et al., 2020). Genomas de E. coli
com o ST correspondente, disponiveis publicamente, foram incluidos, juntamente com
dados epidemiologicos relevantes (fonte de origem, ano de coleta e pais) para uma andlise

comparativa. As figuras foram produzidas com o software Interactive Tree of Life, iTOL

v6 (LETUNIC; BORK, 2024).

4.4.3 Caracterizacio dos plasmideos mcr

Para construir a imagem do plasmideo, inicialmente foi utilizada a plataforma
BLAST/NCBI utilizando as sequéncias dos genes mcr presentes nos plasmideos
AP005147 e AP010962 (ALTSCHUL et al., 1990). Em seguida, entre 100 plasmideos
analisados, foram selecionados aqueles que apresentavam o gene mcr. A imagem foi

gerada utilizando o software BRIG (ALIKHAN et al., 2011).
4.4.4 Analise de genes relacionados com DEC e EXPEC

Foi avaliada a presenca dos seguintes genes para determinar o perfil de DEC: eae,
bfpA, tir, espA, espB, espD, aggR, aafA, aap, astA, estA, estB, elt, ipaH, stx1, stx2, daaE
(GOMES et al., 2016). Para o perfil de ExXPEC, foram analisados os genes: fin, afa, dra,
pap, sfa, foc, iha, mat, crl, csg, agn43(fu), ibed, ibeB, ibeC, iuc, aer, irp, iroN, chu, hma,
sitA, sitB, sitC, tral, KpsMI-neuAd, KpsMII, omp, iss, colV, cvaC, pic, sat, vat, hlyA, cnf,
cdt (SAROWSKA et al., 2019). As analises foram feitas a partir do software virulence
factor database (VFDB) (LIU et al., 2022).

Além disso, foi realizada uma andlise filogenética, utilizando o software BPGA
v1.3 (CHAUDHARI; GUPTA; DUTTA, 2016) das cepas deste estudo em comparagao

com os genomas de cepas DEC e EXPEC, com o objetivo de observar possiveis relagoes.
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5. Resultados
5.1 Isolamento e identificacao

Dentre as 514 amostras de hortalicas, foram isoladas 10 (2%) cepas de E. coli
resistentes a polimixina, no periodo de outubro de 2022 até fevereiro de 2023 na cidade
de Londrina-PR. Sendo 5 provenientes de alface, 2 de almeirdo e 1 de cada das seguintes
hortaligas: agrido, couve e rucula. Com relacdo ao cultivo, 6 (60%) foram de cultivo direto

e 4 (40%) de cultivo hidroponico (Figura 5).
5.2 Caracterizacio fenotipica da resisténcia a antimicrobianos
5.2.1 Ensaio de microdiluicio em caldo

Todos os isolados foram submetidos ao teste de CIM, para determinar a resisténcia
a polimixina, dentre os 10 isolados, 8 apresentaram crescimento na concentragao de 4
mg/L, enquanto os dois restantes apresentaram 8 mg/L e 16 mg/L, sendo classificados

resistentes com base no CLSI, 2023 (Figura 5).

5.2.2 Sensibilidade a antimicrobianos

Conforme apresentado na Figura 5, todos os isolados mostraram resisténcia a
AMC, AMP e CFL. Além disso, 8 isolados foram resistentes a CFO, 7 a FOS, 6 a CAZ,
5 a CRO e CTF, e 3 isolados a ATM, CPM ¢ SUT. Por fim, nenhum dos isolados
apresentou resisténcia a CIP, ENO, ERT, GEN, LEV, NAL, NOR e PPT

5.3 Teste de transferéncia de genes por conjugacao

Foi realizado o teste de conjugacao, dentre os 10 isolados 4 conseguiram transferir
o plasmideo para a cepa receptora E. coli J53. Os transconjugantes foram inoculados em
um novo meio contendo polimixina e azida de sddio para confirmar a transferéncia do

plasmideo e resisténcia a ambos antimicrobianos (Figura 5).
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Figura 5. Grafico de calor demonstrando os dados da origem das amostras e suas
caracteristicas fenotipicas
B sevsiver [ resistenTe _ DATADA POLIMIXINA .
AMOSTRA TIPO DECULTIVO COLETA CIM(mg1L) CONMUGACAO
ALMEIRAO  HIDROPONICO  06/02/2023 4 NAO

LBUEL-ECV01

LBUEL-ECV02 ALFACE CULTIVO DIRETO  13/02/2023 4 NAO
LBUEL-ECV03 ALFACE CULTIVO DIRETO  17/10/2022 4 SIM
LBUEL-ECV04 AGRIAO HIDROPONICO 14/11/2022 4 NAO
LBUEL-ECV05 RUCULA HIDROPONICO 28/11/2022 4 SIM
LBUEL-ECV06 COUVE  CULTIVO DIRETO  07/11/2022 4 NAO
LBUEL-ECV07 ALFACE  CULTIVO DIRETO  07/11/2022 4 SIM
LBUEL-ECVO08 ALFACE HIDROPONICO 07/11/2022 16 SIM
LBUEL-ECV09 ALMEIRAQ CULTIVO DIRETO  31/10/2022 4 NAO
LBUEL-ECV10 ALFACE CULTIVO DIRETO  17/10/2022 8 NAO
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Piperacilina + Tazobactam (PPT), Amoxicilina + Clavulanato (AMC), Ampicilina (AMP), Cefalotina
(CFL), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Ceftiofur (CTF), Cefepime (CPM),
Aztreonam (ATM), Ertapenem (ERT), Enrofloxacino (ENO), Acido Nalidixico (NAL), Ciprofloxacino
(CIP), Levofloxacino (LEV), Norfloxacino (NOR), Gentamicina (GEN), Fosfomicina (FOS),
Sulfametoxazol (SUT).

5.4 Sequenciamento do genoma total e analises filogenética

A andlise dos genomas revelou uma diversidade entre as 10 cepas estudadas em
relacdo a filotipagem de Clermont, com a presenca dos grupos Bl e A (Tabela 1).
Variagoes similares foram observadas nos sorotipos, que apresentaram classificagdes
distintas. Em relagdo aos STs, trés cepas compartilharam o ST48, pertencente ao
complexo clonal ST10, enquanto as demais exibiram maior diversidade (Tabela 1).
Quanto aos genes relacionados a resisténcia a polimixina, todas as cepas possuiam o gene
cromossomal pmr, e quatro apresentavam o gene plasmidial mcr. Entre os plasmideos
identificados, dois plasmideos (AP010962 e AP005147) abrigavam o gene mcr-1 e
estavam presentes em quatro das cepas analisadas (Tabela 1). A andlise dos genes de
resisténcia a antimicrobianos, com base nos resultados fenotipicos, revelou um perfil
semelhante entre as cepas, com a identificacdo dos mesmos genes na maioria delas.
Contudo, diferencas foram observadas nos genes associados a resisténcia a cefalosporinas

e aminoglicosideos (Tabela 2).

Tabela 1. Filotipagem de Clermont, Sorotipo, ST, Complexo Clonal, Genes de
resisténcia/Polimixina, Grupo Inc/Plasmideo, das cepas isoladas de hortali¢as na cidade
Londrina-PR.

Filotipagem Complexo Genes de
ID de Sorotipo ST Clongl ST resisténcia/ Grupo Inc/Plasmideo
Clermont Polimixina
LBUEL- PmrD;
ECV01 EL 25 3640 : PmrB; PmrR :
LBUEL- ST23 PmrD;
ECV02 Bl O134H21 345 Cplx PmrB; PmrR )
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675
676

LBUEL-
ECV03

LBUEL-
ECV04

LBUEL-
ECV05

LBUEL-
ECV06

LBUEL-
ECV07

LBUEL-
ECV08

LBUEL-
ECV09

LBUEL-
ECV10

Bl

Bl

Bl

Bl

A

O15H11 48
032H40 58
0O99H9 48
H21 602
O15H11 48
O8H7 196

O134H53 345

O89H10 10

ST10
Cplx

ST155
Cplx
ST10
Cplx

ST446
Cplx

ST10
Cplx

ST23
Cplx

ST10
Cplx

PmrD;
PmrB; PmrR;
mer-1.
PmrD;
PmrB; PmrR

PmrB; PmrR;
PmrD,; mcr-1

PmrD;
PmrR; PmrB
PmrD;
PmrR; PmrB;
mcr-1
PmrD;
PmrR; PmrB;
mer-1
PmrD;
PmrR; PmrB

PmrF; PmrC

pO111_1__AP010962; Incll-
I(Alpha) 1_AP005147;
IncQl_1_M28829

Col(pHAD28)1_KU674895;
p0111 1_AP010962

Col(pHAD28)1__KU674895

IncQ1 1_M28829;
pO111 _1_AP010962

IncI2(Delta) 1_AP002527;
Col156 _1_NC 009781;

IncI1I(Alpha) 1

AP005147

Tabela 2. Genes relacionados as classes de antimicrobianos a resisténcia fenotipica
encontrada no antibiograma

ID PEN CEF MON CAR QUI AMI FOS SUL
EC-18, acrs,
I]‘EBCI&)I{- blaAMPC  acrE, acrF, acrB, - marA - kdp lD? mdtG -
acrA, blaAMPC acr:
EC-18, acrA,
II‘EBCI{]E;;_ blaAMPC  acrS, acrE, acrF, - marA - kdpE, -
acrB, blaAMPC
EC-15, acrF,
IiEBC[i}i)IZ;- blaAMPC  acrE, acrS, acrB, = marA - - mdtG -
acrd, blaAMPC
LBUEL. EC-18, acrF, kdpg'
ECV04 blaAMPC  acrE, acrS, acrB, - marA - Zcr R’ mdtG -
acrd, blaAMPC aett
cpxA
LBUEL- EC-15, acrA, acrD,
Ecvos  PAMPC B blaAMPC : e : kdpE .
EC-18, acrE,
Iifgi/]i]]g- blaAMPC  acrS, acrF, acrA, - marA - de g mdtG -
acrB, blaAMPC r
EC-15, acrE,
I]‘EBCIi,Ei)%- blaAMPC  acrS, acrF, acrB, - marA - 7{5{% mdtG -
acrA, blaAMPC P
acrD,
EC-18,acrA, kdpE,
LE]ijIJ\%LS- blaAMPC  acrB, acrE, acrS, - marA - baeR, mdtG -
AcrF, blaAMPC baes,
cpxA
EC-18, acrB, kdpE,
I]‘EBCI%I;- blaAMPC  acrA, acrE, acrS, - marA - acrD, mdtG -
acrF, blaAMPC cpxA
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LBUEL- acrE, acrS, acrF, kdoE
ECV10 blaAMPC acrd, acrB, - marA - 4 0119” D’ mdtG
blaAMPC

PEN (Penicilina), CEF (Cefalosporina), MON (Monobactamico), CAR (Carbapenémico), QUI
(Quinolonas), AMI (Aminoglicosideo), FOS (Fosfomicina), SUL (Sulfonamida).

Foram identificados dois plasmideos contendo o gene mcr-1,
pO111 _1_AP010962 e Incl1I(Alpha) 1_AP005147. O plasmideo circular AP010962,
com 97.897 bp (Figura 6), apresentou cobertura e identidade de 100% e 98,64%,
respectivamente. Ja o plasmideo circular AP005147, com 120.826 bp (Figura 7),
apresentou cobertura de 93,66% e identidade de 88,97%. A analise BLAST indicou que
APO005147 esta relacionado a plasmideos de Salmonella enterica e E. coli contendo o
gene mcr-1, isolados de amostras humanas. Por sua vez, AP010962 foi associado a
plasmideos de E. coli de diferentes fontes, como suinos, aves ¢ humanos. Outros
plasmideos identificados, incluindo KU674895, M28829, NC 009781 ¢ AP002527,
foram analisados, mas ndo apresentaram genes relacionados a resisténcia a polimixina
(Tabela 1). Por fim, ambos os plasmideos apresentaram genes relacionados com sua

mobilizagdo como: repA, parA,parB, traW, traY, traC, trak, traF.

Figura 6. Comparacao entre os plasmideos carregando o gene mcr-1 de E. coli pO111 2
(AP010962), E. coli p2017-19-1CC (AP027855), E. coli p.E166-P1 (CP032067), E. coli
pHeN100 02 (CP044439), E. coli p1506-2 (CP059290), E. coli pPCPWWCT-p0111
(CP076576), E. coli p779-3 (CP086223).
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697  (AP005147), S. enterica PNUSAS070160 1 (CP092295), S. enterica PNUSAS041145 1
698  (CP092298), E. coli pEco_M22546 100 (CP133928).
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A andlise da arvore filogenética revelou que as cepas do nosso estudo pertencente
ao ST 48, LBUEL-ECVO03 (ESC _PC5539AA _AS), LBUEL-ECV07
(ESC_RC2349AA AS) e LBUEL-ECVO05 (ESC_PC5540AA_AS), estdo associadas a
diferentes fontes. Observou-se uma relagdo entre as cepas LBUEL-ECV03 ¢ LBUEL-
ECVO07 com isolados provenientes do ambiente e de galinhas. Ja a cepa LBUEL-ECVO05

apresentou uma relagdo significativa com isolados de gado e galinhas (Figura 8).

Figura 8. Filogenia de E. coli isoladas de hortalicas portadoras do gene mcr-1. wgMLST
de 277 cepas de E. coli do ST48, isoladas entre 2022 e 2024. Foi construida uma minimum
spanning tree com as cepas do banco de dados Enterobase, utilizando a ferramenta
MSTree V2. Cada quadrado representa a origem das cepas, enquanto as estrelas indicam

as cepas deste estudo.
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Source

[ environment
I Poultry

:‘ Aquatic Animal
[ Livestock

B Human

W Vissing

B Food

SYYVESTE00 253

SYYYZIr00d 283
ESC PC2250AA AS

18888y

711

712 Todas as 10 cepas (100%) apresentaram o gene csg. Os genes ibeC e ibeB foram
713 detectados em 9 (90%) e 8 (80%) das cepas, respectivamente. O gene omp foi identificado
714 em 7 cepas (70%), enquanto os genes astA4 e afa foram encontrados em apenas 1 cepa
715  cada (10%) (Tabela 3).

716 A andlise filogenética do coregenoma para DEC revelou semelhancas entre as
717  cepas LBUEL-ECV02 e EHEC, LBUEL-ECVO0S8 e EIEC, e LBUEL-ECV(07, LBUEL-
718 ECVO03 e ETEC. Na andlise do pangenoma, foi observada semelhanga apenas entre
719  LBUEL-ECVO08 e EIEC (Figura 9). A analise filogenética do coregenoma de ExPEC
720 indicou semelhanca entre LBUEL-ECV10 e MPEC. No entanto, na analise do
721  pangenoma, ndo foram identificadas semelhangas entre os patotipos e as cepas avaliadas
722  neste estudo (Figura 10).

723  Tabela 3. Presenga de genes relacionados a EXPEC e DEC encontrado nos genomas.

ID EAEC EPEC EHEC EIEC DAEC ETEC ExPEC
LBUEL- .
ECV01 zsg, ompD ibeC
P csg,ompD
ECV02 g, 0mp.
LBUEL- .
ECV03 csg,ompD, ibeB
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Figura 9. Arvores filogenéticas representando o coregenoma (a esquerda) e o pangenoma

(a direita) das cepas analisadas neste estudo, comparadas com genomas de cepas de DEC.
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733 Figura 10. Arvores filogenéticas representando o coregenoma (a esquerda) e o
734  pangenoma (2 direita) das cepas analisadas neste estudo, comparadas com genomas de
735  cepas de EXPEC.
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6. Discussao

O consumo de hortaligas ¢ essencial para uma vida saudavel. Entretanto, esses
alimentos sdo frequentemente consumidos crus sem preparo prévio, o que pode torna-los
vetores de patogenos. Os principais microrganismos relacionados a esses alimentos sao
E. coli e S. enterica. Estudos relatam diversos surtos associados a essas bactérias, que
ocorrem mundialmente (BALALI et al., 2020; BERGER et al., 2010; MARSHALL,
2020). Em nosso estudo, foi observado que a presencga de E. coli pode ser atribuida a
diversos tipos de hortaligas, resultado que se alinha a outros estudos (LI et al., 2023;
WILLIS et al., 2020). Isso evidencia que provavelmente nao ha relacao exclusiva entre
esse microrganismo ¢ hortaligas especificas. No entanto, pode haver maior prevaléncia
em certos tipos, como alfaces (GONZALEZ et al., 2017; MANAGEIRO et al., 2020).

O método de cultivo desses alimentos pode ser realizado de diferentes formas. No
cultivo direto, as hortaligas sao inseridas no solo e se desenvolvem at¢ a colheita (FUSSY;;
PAPENBROCK, 2022). No cultivo hidroponico, as hortalicas ndo estdo em contato com
o solo, e suas raizes ficam imersas em 4gua com nutrientes necessarios para o
desenvolvimento da planta (KANNAN et al., 2022). Em nosso estudo, os isolados foram
provenientes de ambos os sistemas de cultivo. Estudos com E. coli O157:H7 mostraram
que essa bactéria, em cultivo hidropdnico e direto, pode penetrar pelas raizes e infectar a
planta. Em ambos os casos, acredita-se que o processo tenha inicio em danos presentes
nas raizes (MACARISIN; PATEL; SHARMA, 2014; SHAW et al., 2016). Dessa forma,
os resultados obtidos neste estudo sugerem que a prevaléncia de E. coli em hortali¢as ndo
esta diretamente relacionada ao tipo de cultivo, mas possivelmente a outros fatores.

Bactérias resistentes as polimixinas representam um grave problema para a saude
global, apresentando um risco significativo para o tratamento de infec¢des bacterianas
MDR (MAGIORAKOS et al., 2012; MOHAPATRA; DWIBEDY; PADHY, 2021). A
situagdo se agrava pela presenca de microrganismos resistentes as polimixinas em
hortalicas. Apesar de nao utilizarem a mesma metodologia de isolamento, estudos
similares obtiveram os mesmos achados em diferentes paises, como na Coreia do Sul
(7/1474), China (2/712) e Portugal (1/333)(JONES-DIAS et al., 2016; LIU; SONG, 2019;
MANAGEIRO et al., 2020; OH et al., 2020). Apesar da baixa prevaléncia, sua ampla
deteccao em diferentes paises ¢ notavel, evidenciando a capacidade de disseminagdo da
resisténcia as polimixinas.

O gene mcr-1, responsavel pela resisténcia a polimixina, estd localizado em

plasmideos e j& foi relatado em bactérias como E. coli, Klebsiella pneumoniae e S.
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enterica (DOUMITH et al., 2016; KIEFFER et al., 2017). Diversos plasmideos contendo
esse gene foram identificados, sendo isolados de diversas fontes, incluindo humanos,
produtos animais e vegetais, em paises como China, Dinamarca e Reino Unido
(MANAGEIRO et al., 2020; SUN et al., 2017). Esses plasmideos podem ser transmitidos
para outra célula bacteriana, através da conjugagao, o que facilita a disseminagao do gene
mcr-1 para outras bactérias e ambientes. O processo de conjugagdo contribui para a
propagacdo de resisténcia, aumentando o risco de disseminacdo desses genes
mundialmente (LI et al., 2022b; ZHANG et al., 2019).

Bactérias produtoras de blaAMPC representam um grande obstdculo para o
tratamento de infec¢des bacterianas. Esse problema torna-se ainda mais grave quando as
bactérias carregam tanto os genes responsaveis por blaAMPC quanto aqueles
relacionados a resisténcia a polimixinas. Embora haja poucos relatos da ocorréncia
conjunta desses genes, sua presenca ja foi observada em diferentes paises, como Estonia
e Espanha (ANYANWU; JAJA; NWOBI, 2020; BRAUER et al., 2016; OTEO et al.,
2018). No Brasil, ja foi relatada a presenca de E. coli carregando simultaneamente os
genes mcr-1 e blaCTX-M, isolada de humanos e de gado. No entanto, ainda ndo ha
registros de isolados provenientes de hortaligas que contenham os genes mcr-1 e
blaAMPC (FERNANDES et al., 2016; PALMEIRA et al., 2018).

A fosfomicina ¢ um antimicrobiano amplamente utilizado no tratamento de
infecgdes bacterianas, especialmente no trato urinario humano (FALAGAS et al., 2016).
Estudos tém demonstrado a presenca de bactérias com genes que conferem resisténcia
tanto a fosfomicina quanto a polimixina. O gene fosA, por exemplo, ¢ 0 mais prevalente
e foi identificado em diferentes contextos, como em supermercados no Egito, em animais
na Franca e em galinhas na Maldsia (KARIM et al.,, 2023; LUPO et al., 2018;
RAMADAN et al., 2021). Por outro lado, o gene mdtG, identificado neste estudo e
conhecido por estar associado a resisténcia a fosfomicina, ainda ndo havia sido relatado
em associacdo com genes de resisténcia a polimixina (HUSSAIN et al., 2017). A
resisténcia a fosfomicina ¢ particularmente preocupante, pois elimina uma das opcdes de
tratamento para infec¢des frequentemente causadas por E. coli (JOHNSON, 1991a).
Além disso, a presenca de cepas com um amplo arsenal de genes de resisténcia agrava a
situacdo, tornando essas infec¢des potencialmente letais devido a falta de opgdes
terapéuticas eficazes.

Outro fator alarmante ¢ a presenca desses patdgenos em hortaligas, o que aumenta

o risco de contaminagao cruzada durante o manejo de alimentos. Essa contaminagao pode
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facilitar a disseminacdo de bactérias resistentes em diferentes situagcdes (GORMAN;
BLOOMFIELD; ADLEY, 2002). Durante o processamento desses alimentos na cozinha,
o manuseio inadequado € um dos principais fatores, envolvendo maos, facas e tdbuas de
corte como fontes potenciais de contaminacao (MYLIUS; NAUTA; HAVELAAR, 2007).
Entretanto, a maior parte da contaminagdo ocorre nas tabuas onde os alimentos sao
processados, especialmente quando o mesmo utensilio ¢ utilizado para diferentes
alimentos sem a devida higieniza¢do. Um exemplo comum ¢ cortar carne de frango crua
e, em seguida, utilizar a mesma tabua para cortar vegetais sem limpeza prévia
(IULIETTO; EVERS, 2024). De acordo com a EFSA AND ECDC, 2019,
aproximadamente 40% das contaminagdes desses alimentos ocorre na cozinha, durante o
manuseio.

Os grupos de incompatibilidade (Inc) mais prevalentes em plasmideos que
possuem o gene mcr-1 sdo Incl2, IncX4 e IncHI2 (MATAMOROS et al., 2017). Existem
poucos estudos que relataram plasmideos contendo o gene mcr-1 nos grupos Incll ou
p0111 (BROUWER et al.,, 2020; WANG et al., 2024a). Esses plasmideos estdo
frequentemente associados a genes que codificam ESBL, sendo isolados comumente de
humanos, gado e galinhas (ROZWANDOWICZ et al., 2018). De acordo com a literatura,
acredita-se que o gene mcr-1 se propaga por diferentes plasmideos, em vez de um clone
predominante (MATAMOROS et al., 2017). Isso pode facilitar o surgimento de novos
plasmideos capazes de disseminar a resisténcia a polimixina, dificultando seu
monitoramento epidemiologico.

Multilocus sequence typing (MLST) ¢ um método de tipagem bacteriana
amplamente utilizado para identificar e agrupar molecularmente cepas bacterianas, sendo
uma ferramenta importante no estudo de populacdes bacterianas (MAIDEN, 2006). O
ST48 ja foi relatado em diversos paises e fontes, como na China, em hospitais e galinhas;
na Franga, em agua; e na Republica Tcheca, em aves. Além disso, bactérias pertencentes
a esse ST podem carregar diversos genes de resisténcia, como blaKPC, blaNDM,
blaCTX-M, mcr-1 e gnrS1 (LIU et al., 2017; MADEC et al., 2016; MIKHAYEL et al.,
2021; RODEROVA et al., 2017; WANG et al., 2020) A partir desse estudo, foi possivel
observar uma relagdo entre cepas isoladas de hortalicas, gado, galinhas e diferentes
ambientes. A diversidade de fontes associadas ao ST48 sugere que este grupo bacteriano
estd amplamente disseminado e ndo se limita a uma origem especifica. A presenga de
genes de resisténcia em bactérias desse ST, combinada com sua ampla distribui¢ao em

diferentes paises e fontes, evidencia seu risco zoonotico. Esse problema se agrava ainda
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mais quando esses microrganismos estao presentes em alimentos consumidos crus, como
hortalicas, o que pode facilitar na sua disseminacao.

A viruléncia ¢ definida como a capacidade de um organismo causar doenca em
um hospedeiro especifico. Em E. coli, a viruléncia resulta do impacto cumulativo de
diversos fatores de viruléncia, que diferenciam os potenciais patdogenos entre as cepas
(JOHNSON, 1991b). Métodos moleculares permitem identificar DEC e EXPEC com base
nesses fatores de viruléncia. Na analise dos genes para os patotipos, observa-se que a
maioria dos genes encontrados foi relacionada a EXPEC, enquanto apenas um gene foi
identificado para DEC. No entanto, mesmo com a presenga desses genes, nao € possivel
afirmar de forma definitiva que essas cepas pertencem a esses patotipos, sendo necessario
encontrar outros genes comumente encontrados em EXPEC. Apesar disso, ¢ possivel
obter indicios dos grupos aos quais essas cepas podem estar associadas.

A andlise filogenética revelou que algumas cepas demonstraram maior
similaridade com determinados patotipos, mesmo na auséncia de genes especificos
relacionados a eles, sugerindo a possibilidade da existéncia de outros fatores presentes no
genoma dessas bactérias que possam estar associados a esses grupos. Dessa forma, a
analise do genoma permite apenas levantar hipoteses sobre os patotipos quando os genes
especificos relacionados a eles nao estiao presentes. Portanto, a avaliacao da presenca dos
genes relacionados ¢ fundamental, considerando que os grupos dessas bactérias estdo
envolvidos em diversas infecgdes em humanos e outros animais (SMITH; FRATAMICO;
GUNTHER, 2007). A falta de estudos voltados a identificagdo desses patotipos em
hortalicas dificultam definir sua prevaléncia, isso evidencia a necessidade de mais

pesquisas com foco nos fatores de viruléncia nesses alimentos.
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7. Conclusao

Em nosso estudo, identificamos pela primeira vez no Brasil a presencga de E. coli
resistentes a polimixina em hortaligas, com genes plasmidiais e cromossomais. Este
achado ressalta o risco potencial representado por esses patdgenos nesses alimentos e
reforca a necessidade de seu monitoramento. Além disso, todas as cepas analisadas
apresentaram o gene AmpC em conjunto com a resisténcia a polimixina, o que pode
diminuir as opgdes de tratamento de infecgdes causadas por essas bactérias. Foi detectada
a presenca de dois plasmideos moveis carregando o gene mcr-1. A capacidade de
conjugacdo desses plasmideos foi avaliada e comprovada fenotipicamente, destacando o
potencial de disseminacdo desse gene. A andlise do genoma revelou que as cepas
pertencem ao ST48, apresentando relagdo com diferentes fontes, o que evidencia o risco
zoondtico relacionado com essas bactérias. Esses resultados enfatizam a necessidade do
monitoramento desses alimentos e mostram a necessidade de estudos para avaliar a fonte

da contamina¢do em hortalicas.
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