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RESUMO

A caracterizacdo de microrganismos potencialmente patogénicos como Escherichia coli
e Listeria monocytogenes, oriundos de ambientes de abatedouros frigorificos, de carcacas
e de alimentos de origem animal, é uma importante ferramenta para a avaliacdo e
mitigacdo de riscos para a populacdo no contexto multidisciplinar da Saude Unica. O
presente estudo objetivou realizar a caracterizagdo genotipica e fenotipica de E. coli a
partir da deteccdo de genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana (RA), analise
filogenética por RAPD, fenotipo de RA e producdo de ESBLsS, padrGes de adesdo e
capacidade de adesdo em células Caco-2, producéo de curli e celulose e capacidade de
formacdo de biofilme in vitro e comparar as caracteristicas dos isolados oriundos de
fontes ambientais, de carcacas e de alimentos. A pesquisa e caracterizacdo de L.
monocytogenes foi realizada pela sorotipagem, deteccdo genotipica e fenotipica de RA,
capacidade de adesdo e invasdo celular, sequenciamento do gene inlA e capacidade de
formacdo de biofilme in vitro. Foram detectados 5 patotipos de E. coli, com maior
ocorréncia de STEC, apresentando alta heterogeneidade dentre as estirpes nas
caracteristicas analisadas. Detectou-se alta ocorréncia de multirresisténcia e producéo de
ESBL, além da producdo de curli e celulose na maioria dos isolados. Todos os isolados
foram capazes de formar biofilme em pelo menos uma das condicGes de temperatura e
tempo de incubacdo analisadas. Foram detectados padrdes de adesdo LA, AA e DA em
cultivo de células Caco-2. Ndo houve associacdo entre padrdo de adesdo celular,
capacidade de adesé&o celular, produgéo de curli ou celulose e capacidade de formagéo de
biofilme in vitro. Isolados oriundos de fontes de ambientes de abatedouros frigorificos
apresentaram melhor capacidade de formacdo de biofilme in vitro, quando comparado
com isolados oriundos de carcagas suinas e alimentos de origem animal. O isolado de L.
monocytogenes apresentou alta capacidade de adesdo e invasao celular em células Caco-
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2, e auséncia de PMSCs no gene inlA. Foi detectada multirresisténcia antimicrobiana e
capacidade de formacéo de biofilme in vitro em todas as condicdes testadas para esse
microrganismo. Os resultados do presente estudo evidenciaram a ampla variabilidade de
isolados de E. coli em circulagdo nas fontes analisadas, com presenca de genes de
viruléncia, altas taxas de RA e MRA e capacidade de formacéo de biofilme. Os resultados
também detectaram a circulacdo de isolado de L. monocytogenes potencialmente
patogénico, multirresistente e capaz de formar biofilme in vitro oriundo de alimento de
origem animal pronto para consumo. Esses resultados demonstram o risco presente na
industria de producdo de alimentos de origem animal, em relacdo a disseminacdo de
isolados potencialmente patogénicos e com RA, 0s quais sdo importantes para a avaliacao
e vigilancia em saude publica.

Palavras-chave: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, resisténcia
antimicrobiana, Caco-2, curli, celulose, biofilme, Salde Unica.
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ABSTRACT

The characterization of potentially pathogenic microorganisms such as Escherichia
coli and Listeria monocytogenes, originating from slaughterhouse environments,
carcasses and animal-derived food, plays a critical role in risk assessment and mitigation
for public health, aligned with the multidisciplinary One Health approach. This study
aimed to perform genotypic and phenotypic characterization of E. coli by detecting
virulence and antimicrobial resistance (AMR) genes, phylogenetic analysis via RAPD,
antimicrobial resistance profiling, ESBL production, adhesion patterns and adherence
capacity in Caco-2 cells, curli and cellulose production, and in vitro biofilm formation.
Additionally, the characteristics of isolates from environment, carcasses and food sources
were compared. For L. monocytogenes, research and characterization included
serotyping, genotypic and phenotypic detection of AMR, cellular adhesion and invasion
capacity, inlA gene sequencing, and in vitro biofilm formation. Five pathotypes of E. coli
were isolated, with STEC strains representing the most abundant pathotype. High
heterogeneity was observed among strains regarding the traits analyzed. A high
occurrence of multidrug resistance (MDR) and ESBL production was detected, along
with curli and cellulose production in most isolates. All isolates were capable of biofilm
formation under at least one of the tested temperature and incubation time conditions. LA,
AA, and DA adhesion patterns were observed in Caco-2 cell cultures. No association was
found between cellular adhesion patterns, adherence capacity, curli/cellulose production,
and in vitro biofilm formation. Isolates from environmental sources exhibited better in
vitro biofilm-forming capacity compared to those from swine carcasses and animal-
derived foods. The L. monocytogenes isolate demonstrated high cellular adhesion and

invasion capacity in Caco-2 cells, with no PMSCs detected in the inlA gene. It showed
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multidrug resistance and the ability to form biofilms under all tested conditions. The
results highlight the extensive variability of E. coli isolates circulating in the analyzed
sources, carrying virulence genes, high rates of AMR/MDR, and biofilm-forming
capacity. Additionally, the detection of a potentially pathogenic, MDR, and biofilm-
forming L. monocytogenes strain from ready-to-eat food underscores the risks within the
animal-derived food production industry. These findings emphasize the risks in the
animal-derived food production industry regarding the dissemination of potentially
pathogenic and antimicrobial-resistant isolates, which are crucial for enhanced public

health surveillance and risk assessment.

Keywords: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, antimicrobial resistance, Caco-2,
curli, cellulose, biofilm, One Health.
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1. INTRODUCAO

Doencas de origem alimentar sdo causas de altas taxas de morbidade e
mortalidade no mundo, afetando ndo apenas individuos, mas aspectos econémicos de
paises, especialmente paises em desenvolvimento (WHO, 2015; PIRES et al., 2021;
OLIVEIRA JUNIOR et al.,, 2023). Bactérias com potencial patogénico como
Escherichia coli (E. coli) e Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) estdo
comumente envolvidas em casos de doencgas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA)
(BRASIL, 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2023; EFSA; ECDC, 2023), e sua presenca
ao longo da cadeia de producdo de alimentos de origem animal pode representar riscos
para o consumidor (GALIE et al., 2018; RATHER et al., 2021).

E. coli sdo microrganismos comumente comensais, presentes na microbiota de
diversos seres vivos (TENAILLON et al., 2010; RILEY, 2020). Porém, mecanismos de
transferéncia horizontal de genes de viruléncia levaram ao desenvolvimento de
linhagens patogénicas, denominadas patotipos (DOBRINDT, 2005; DENAMUR et al.,
2021), que expressam fatores de colonizagdo distintos das linhagens comensais,
explorando receptores alternativos presentes na mucosa intestinal (PEREIRA,;
GIUGLIANO, 2013; DENAMUR et al., 2021), apresentando padrGes de aderéncia
caracteristicos em superficies celulares (SCALETSKY et al., 1984; NATARO et al.,
1987). E o agente etiolégico mais comumente identificado em surtos de DTHA no
Brasil, perfazendo 34,8% dos casos com agente etioldgico identificado entre 2014 e
2023 (BRASIL, 2024a).

Curli sdo estruturas amiloides funcionais expressas na superficie de bactérias
gram-negativas como a E. coli, cujo papel na formac&o de biofilmes é bem estabelecido

na literatura (OLSEN et al., 1998; PAWAR; ROSSMAN; CHEN, 2005). A celulose,
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outra estrutura extracelular produzida por esses microrganismos, € uma das responsaveis
pela estruturacdo e protecdo do biofilme, e também tem sua expressédo possivelmente
relacionada a capacidade de resisténcia a estresses ambientais em E. coli (GUALDI et
al., 2008; LIMOLI, JONES, WOZNIAK, 2015), e a acdo sinérgica das duas estruturas
podem estar relacionadas com colonizacdo de hospedeiros, formacdo de biofilme e
capacidade de sobrevivéncia em diferentes ambientes (SALDANA et al., 2009).

Um dos principais fatores de viruléncia da L. monocytogenes € a interacédo entre
internalina-A e E-caderina (LECUIT et al., 2001), que depende da integridade do gene
inlA (OLIER et al., 2005). A presenca de stop-codons prematuros (PMSCs) nesse gene
tem sido relacionada a clones com menor potencial patogénico em funcdo da menor
capacidade de invasdo celular, sendo os PMSCs mais comumente detectados em
amostras de origem alimentar, quando comparado com amostras clinicas
(NIGHTINGALE et al., 2005).

A resisténcia antimicrobiana (RA) é atualmente um dos principais desafios
enfrentados pela salde publica, causando grandes impactos socioecondémicos através
das perdas de vidas humanas e animais, aumento de gastos com salde e perda de
produtividade (MURRAY et al., 2022; FAO, 2023a), e o fortalecimento da vigilancia
da RA é uma das principais ferramentas disponiveis para obtencdo de dados para
mitigacdo de riscos para a saude publica (WHO, 2022a).

A presenca de biofilmes na industria de producdo de alimentos é outro desafio
para a saude publica, levando a sérias ameagas por seus potenciais efeitos econdmicos
e na salde da populacdo, uma vez que a ocorréncia de DHTAS pode estar associada a
emergéncia de patdgenos com capacidade de formacg&o de biofilme dentro das indUstrias

de producéo e processamento de alimentos (RATHER et al., 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

Escherichia coli e Listeria monocytogenes sdo microrganismos de alto impacto
na salde pablica em funcdo de seu potencial patogénico, facil disseminacdo e dificil
controle ambiental (BRASIL, 2010; GALIE et al., 2018). A caracterizacdo molecular
de microrganismos patogénicos através de técnicas de alto poder discriminatorio
permite analisar aspectos de disseminacdo de clones em diferentes regiGes e
possivelmente tracar origens comuns (GOERING, 2010), contribuindo para tomadas de
decisdo dentro da industria de producdo de alimentos que levem a maior seguranca
alimentar e consequente prote¢do da salde da populacéo.

A caracterizacdo de aspectos genotipicos e fenotipicos de microrganismos
potencialmente patogénicos oriundos de alimentos e ambientes de producdo de
alimentos, como a presenca de genes de viruléncia, capacidade de adesdo e invasao
celular, capacidade de formacao de biofilme, expressdo de curli e celulose e a avaliacao
dos padrées de adesdo celular, sdo ferramentas que auxiliam na vigilancia para avaliacao
de risco ao consumidor. A ocorréncia de RA, especialmente relacionada a isolados que
apresentem resisténcia a antimicrobianos de novas geracbes, como cefalosporinas de
terceira geracdo, e a ocorréncia de multirresisténcia (MRA) sdo de especial interesse
para a saude publica (WHO, 2022a). Desse modo, a vigilancia em RA realizada sobre a
cadeia de producdo de alimentos representa um dos pilares para a mitigacao desse risco
sob o contexto da interdisciplinaridade exigida pela 6ptica da satde unica (WHO, 2017;
FAO, 2023b).

Alguns estudos brasileiros descreveram o isolamento de L. monocytogenes
oriundos de alimentos de origem animal ou ambientes de producdo desses alimentos

(MENDONGCA et al., 2012; MONTEIRO et al., 2013; CAMARGO et al., 2015; MAIA
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et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2019; IGLESIAS et al., 2022). Porém, sdo poucos 0s
estudos que caracterizam molecularmente isolados desse microrganismo no pais e na
regido Centro-Oeste (ANDRADE et al., 2014; PALMA et al., 2016; OXARAN et al.,
2017; RODRIGUES; DE SA; DE MELO, 2018). De modo semelhante, caracterizacao
de isolados de E. coli de diferentes fontes tem sido descritas (FERREIRA et al., 2017,
CASELLA et al., 2018; SANTIAGO et al., 2018; PINHEIRO et al., 2021; ROSARIO
etal., 2021; DA SILVA et al., 2023), tendo ganhado especial importancia em relacdo a
implementacdo da IN 60 de 2018 do MAPA com a preconizacao da investigacdo dos
sorogrupos O157:H7, 026, 045, 0103, 0111, 0121 e 0145 (BRASIL, 2018). Porém,
ndo ha estudos que caracterizem os padrdes de adesdo e invasdo de isolados oriundos
de alimentos e ambientes de producdo de alimentos no pais e na regido do Distrito

Federal e Entorno.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a caracterizagéo de estirpes de Escherichia coli e Listeria monocytogenes
oriundos de alimentos e ambientes de indUstrias de producdo de alimentos de origem

animal quanto a presenca de marcadores de viruléncia e em cultivos de células Caco-2.

3.2. Objetivos especificos
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° Realizar a caracterizacdo molecular dos isolados de E. coli por RAPD oriundos
de ambientes de abatedouros frigorificos de bovinos, aves e suinos, de carcacas suinas
e de alimentos de origem animal;

° Realizar a sorotipagem dos isolados de L. monocytogenes;

° Pesquisar genes de viruléncia presentes nos isolados de E. coli;

° Realizar nos isolados os testes de deteccdo fenotipica e de genes de resisténcia
antimicrobiana por PCR;

° Pesquisar nos isolados de E. coli a producéo fenotipica de ESBL e presenca de
ampC plasmidial;

° Detectar a presenca de matriz curli e celulose em isolados de E. coli;

° Caracterizar os padroes de adesdo de isolados de E. coli em cultivo de células
Caco-2;

) Realizar ensaios de capacidade de adesdo celular de isolados de E. coli em cultivos
de células Caco-2;

) Realizar ensaios de adesdo e invasdo de isolados de L. monocytogenes em cultivo
de células Caco-2;

° Sequenciar o gene inlA de isolados de L. monocytogenes para correlacionar com
a capacidade de invasao celular;

) Realizar testes de capacidade de formacdo de biofilme dos dois microrganismos
in vitro.

° Correlacionar as origens dos isolados e os fatores de viruléncia com os achados

do cultivo em células Caco-2.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Caracteristicas do microrganismo Escherichia coli

Escherichia coli sdo bastonetes gram-negativos anaerobios facultativos
comumente encontrados como comensais na microbiota intestinal de vertebrados
(TENAILLON et al., 2010), e por isso sdo comumente utilizados como indicadores de
contaminacdo fecal (NAVAB-DANESHMAND et al., 2018). Eventos de transferéncia
horizontal de genes mediados por elementos genéticos mdveis (plasmideos, fagos,
elementos integradores e conjugadores), inativacdo de genes incompativeis com
viruléncia e mutacdes no material genético que levam a mudancas funcionais levaram a
evolucdo de linhagens de E. coli virulentas, potencialmente causadores de afec¢des intra
e extra-intestinais em humanos e animais (DENAMUR et al., 2021). Linhagens com
potencial patogénico, denominadas patotipos, podem ser classificadas a partir de
diversas caracteristicas, como o érgdo-alvo ou hospedeiro da infeccdo, a presenca de
genes especificos, padrdes de adesdo celular, dentre outros (DENAMUR et al., 2021).

E. coli diarreicogénicas (DEC) sdo classificadas em seis patotipos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de Shiga
toxina (STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
de adesdo difusa (DAEC) (JESSER; LEVY, 2020). O patotipo ETEC é definido a partir
da presenca de enterotoxinas termoestaveis (sta) e termolébeis (It), e possui como
principais fatores de viruléncia genes de codificagdo de enterotoxinas, fatores de
colonizacdo e hemolisinas. EPEC ¢é caracterizada pelas lesGes attaching and effacing
(adesdo e apagamento) (A/E) nos enterdcitos, e possui como principais genes de

viruléncia os genes eae e bfp. STEC, que engloba também as E. coli enterohemorragicas
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(EHEC), ¢ caracterizada pela presenca de genes stx, podendo possuir também genes eae
e ehxA (para EHEC). EIEC sdo caracterizadas pela capacidade de invasdo de células
epiteliais intestinais, com presenca de genes como ipa, isc e vir. EAEC sdo
caracterizadas por adesao agregativa nos enterocitos, com a presenca de genes aaf e agg.
Por fim, DAEC sdo caracterizadas por adesdo difusa em enterdcitos, com presenca de
genes relacionados a adesinas como afa e dra (JESSER; LEVY, 2020; DENAMUR et
al., 2021). Além dos patotipos classicos descritos, a alta taxa de variabilidade genética
entre esses microrganismos levou a emergéncia de patotipos hibridos (HyPEC), que tem
sido descritos recentemente na literatura (BRAZ et al., 2020).

Os principais padrdes de adesdo celular descritos na literatura sdo adesédo
localizada (LA), adesdo agregativa (AA) e adesdo difusa (DA) (SCALETSKY et al.,
1984; NATARO et al., 1987; PEREIRA; GIUGLIANO, 2013). A detec¢do do padréao
AA é considerado padrdo ouro para a deteccdo fenotipica de EAEC (FREIRE et al.,
2022). Estudos de padrdes de adesdo em cultivo celular foram ferramentas essenciais
para a determinacdo dos patotipos e para evidenciar a ampla variedade de fatores de
colonizacao presentes nesses microrganismos (PEREIRA; GIUGLIANO, 2013). Dentre
os tipos celulares utilizados para ensaios de adesdo celular de isolados de E. coli, um
dos mais utilizados sdo células de carcinoma de c6lon humano da linhagem Caco-2
(DARFEUILLE-MICHAUD et al., 1990; COPPA et al., 2006; SAMPAIO et al., 2016).

A patogenicidade da E. coli é multifatorial e envolve elementos como adesinas,
invasinas, alteracbes de superficie celular e producdo de toxinas (KUHNERT;
BOERLIN; FREY, 2000). A avaliacdo do potencial de viruléncia de isolados pode ser
realizada através da pesquisa de genes-alvo relacionados a esses fatores (FIROOZEH et
al., 2014; JAMALI; KRYLOVA; AIDER, 2018; NATARAJAN et al., 2018), uma vez

gue mesmo estirpes comensais podem agir como reservatérios de genes de viruléncia e
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de RA dentro de seus habitats (TENAILLON et al., 2010). Os genes stx-1 e stx-2
codificam toxinas tipo Shiga e estdo associados ao advento de linhagens STEC
(DENAMUR et al., 2021). A presenca especialmente do gene stx-2 possui associacao
com doenca com apresentacdo de quadro mais grave em humanos, particularmente o
desenvolvimento da Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) (BOERLIN et al., 1999;
DENAMUR et al., 2021). Essa classe de toxinas possui subtipos cuja presenca pode ser
clinicamente relevante, como a presenca dos subtipos stx2c e stx2d, podendo indicar
quadros clinicos mais graves em humanos, evoluindo para SHU (FRIEDRICH et al.,
2002; BIELASZEWSKA et al., 2006; PERSSON et al., 2007).

A deteccdo de genes de viruléncia também auxilia na determinacdo de patotipos
de E. coli, uma vez que a presenca de genes de viruléncia especificos se relaciona com
diferentes patotipos. Alguns exemplos sdo o gene espP, responsavel pela producéo de
protease extracelular, que € comumente detectado em EHECs (BRUNDER; SCHMIDT;
KARCH, 1997), a presenca de genes codificadores de shiga-toxina (stx-1, stx-2), que se
relacionam com patotipos STEC e que, quando estdo associados ao gene eae, gene
codificador de intimina necessaria para a ligacdo do patotipo as células, relaciona-se
com patotipo EHEC (DONNENBERG et al., 1993; BRAZ et al., 2020; DENAMUR et
al., 2021). Contudo, a grande variabilidade genética e altas taxas de mutacdo observadas
na espécie, levando inclusive ao surgimento dos patotipos hibridos, faz com que a
determinacdo de patotipos seja complexa e envolva diversos fatores que vao além da
presenca e funcionalidade de genes de viruléncia, mas também envolvendo padrGes de
adesdo celular, caracterizagdo de lesbes patoldgicas, e capacidade de patogenia em

modelos in vivo (DENAMUR et al., 2021).
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4.2. Caracteristicas do microrganismo Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, bactéria gram-positiva ubiquitaria, € o principal agente
etiologico da listeriose humana (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007;
DISSON; MOURA; LECUIT, 2021). E dividido em quatro linhagens distintas (I, 1, 111
e IV) e 13 sorotipos com base em analises de variabilidade genética (PIFFARETTI et
al., 1989; WARD et al., 2008). A linhagem | compreende os sorotipos 1/2b, 3b, 3c, e
4b; a linhagem Il compreende os sorotipos 1/2a, 1/2c, e 3a; a linhagem I11 compreende
0s sorotipos s 4a, 4b e 4c e a linhagem IV compreende os sorotipos 4a, 4b, e 4c atipicos
(ORSI; BAKKER; WIEDMANN, 2011). Sorotipos pertencentes a linhagem | sdo mais
comumente associados a amostras clinicas, enquanto sorotipos da linhagem Il sdo mais
comumente isolados de amostras de alimentos, sendo que os sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c
e 4b sdo responsaveis pela ampla maioria dos casos de listeriose (MCLAUCHLIN,
1990; PONTELLO et al., 2012; RAVINDHIRAN et al., 2023).

Diversos fatores de viruléncia podem estar presentes nesse microrganismo, dentre
0s quais proteinas de adesdo, proteinas de invasdo, elementos relacionados a lise de
vacuolos e a disseminacdo célula-célula (LOPES-LUZ et al., 2021). Sua patogenia
relaciona-se em especial com sua habilidade de aderir e invadir células através da
interacdo inicial entre a proteina de membrana internalina A (inlA) e receptores do tipo
E-caderina (LECUIT et al., 2001). Ensaios de adesdo e invasdo celulares associados
com analises moleculares do gene inlA permitem a avaliacdo do potencial patogénico
de isolados de diferentes fontes (NIGHTINGALE et al., 2005). Esses ensaios estdo bem
estabelecidos na literatura e séo comumente realizados com o uso de células da linhagem

Caco-2 (KUSHWAHA; MURIANA, 2010; KANKI et al., 2015; SU et al., 2019).
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4.3. Biofilmes na industria de alimentos de origem animal

Um importante aspecto da industria de producéo de alimentos de origem animal,
que é causa de preocupacdo para a saude publica, é a presenca de biofilmes em
ambientes de producdo e/ou processamento dos alimentos, potencialmente permitindo
a contaminacdo dos mesmos ao entrarem em contato com essas estruturas (RATHER et
al., 2021; LI et al., 2022a). Bactérias que possuem a capacidade de se fixar em
superficies formam agregados adicionados de matriz polimérica produzida pelos
préprios microrganismos, formando uma comunidade estruturada em um processo
ciclico chamado biofilme, que permite um modo de crescimento protegido dos
microrganismos (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; RUMBAUGH,;
SAUER, 2020).

Algumas pesquisas demonstraram a capacidade de formacdo de biofilmes dos
microrganismos E. coli e L. monocytogenes isolados de ambientes de producdo de
alimentos de origem animal (DAVANZO et al., 2021; STANFORD et al., 2021; DOS
SANTOS et al.,, 2022; LIU et al., 2022; YANG et al, 2023). Pesquisas tem sido
conduzidas com o objetivo de se desenvolver métodos para mitigacdo de riscos
relacionados a presenca de biofilmes nas industrias (MEVO et al., 2021; ALONSO et
al., 2023). Nesse sentido, 0 monitoramento das industrias para a presenca de bactérias
que possuem capacidade de formacédo de biofilme é uma ferramenta essencial para a
protecdo da satde do consumidor (RATHER et al., 2021; ALONSO et al., 2023).

O mecanismo basal de formacéao de biofilmes é semelhante para diversos géneros
de microrganismos, apesar das diferencas moleculares e estruturais existentes entre
diferentes espécies (SAUER et al 2007; TOLKER-NIELSEN, 2015). A formacéao de

biofilmes envolve um sistema de comunicagdo celular entre os microrganismos
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denominado quorum sensing (QS), dependente da producéo, liberacdo e deteccdo de
moléculas sinalizadoras, que se dividem em sistemas como autoindutor 1,2 e 3 (Al-1,
Al-2, Al-3), peptideos autoindutores (AIP), sRNAs, N-acil homoserina lactonas
(AHL/HSL), peptideos modificados pos-translacdo, miRNAs, siRNAs e outros
(LASARRE; FEDERLE, 2013; FALA et al., 2022; WANG et al., 2022). Atualmente ha
grande interesse no estudo de QS associado a formacdo de biofilmes no contexto da
industria de alimentos, uma vez que estudos tem demonstrado que 0 QS é capaz de afetar
a adaptacdo dos microrganismos a diferentes ambientes, além de se haver evidéncias de
influéncia na qualidade dos alimentos (YUAN et al., 2018; LI et al., 2022b) e no
contexto da RA por seu papel na transferéncia horizontal de genes (LU et al., 2017).

A capacidade de formacéo de biofilme dos microrganismos é um mecanismo de
adaptacdo que traz vantagens ao promover protecdo dos mesmos a adversidades
ambientais, como adaptacdo a alteracGes de disponibilidade de nutrientes, pressdo
osmotica, temperatura, pH, e outros fatores (ZHOU et al., 2022). As fases de
desenvolvimento de um biofilme envolvem a adesao inicial das bactérias a superficie
(bidtica ou abidtica) e entre si, com a subsequente formacéo de micro colbnias, seguido
pela maturacdo do biofilme e, ao final, dispersdo do mesmo. Esse € o modelo conceitual
tradicional de formacéo de biofilme (TOLKER-NIELSEN, 2015; SAUER et al., 2022).
Recentemente, um novo modelo de esquematizacdo de formacdo de biofilme foi
proposto, englobando pontos que facilitam uma visualizacdo mais dindmica do processo
(Figura 1) (SAUER et al., 2022).

A fase de adesdo inicial é caracterizada por processos de ligacdo inicialmente
reversiveis e posteriormente irreversiveis. Nessa fase, ha acdo de flagelos, responsaveis
pela adesdo inicial a superficie, e pili tipo 1V, que possui papel na agregacao e formagao

de micro colénias (RABIN et al., 2015). A nivel molecular, a transicdo da fase
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planctdnica para a fase séssil é iniciada pelo aumento da sintese do mensageiro
intracelular secundario diguanilato ciclico (c-di-GMP) em resposta a estimulos
ambientais, que por sua vez induz a producdo de adesinas e produtos de matriz
extracelular (SIMM et al., 2004; TOLKER-NIELSEN, 2015). A fase de adesao
irreversivel se caracteriza pela producédo de matriz de substancia polimérica extracelular
(SPE) composta de polissacarideos, proteinas, DNA extracelular (eDNA), celulose,
fibras amiloides e ndo amiloides e lipideos (FLEMMING et al., 2023). A producao dos
diversos componentes da matriz de SPE é feita pelos proprios microrganismos, e
relaciona-se com o tipo de microrganismos presentes no biofilme, com a disponibilidade

e tipo de nutrientes presentes e com as condi¢cdes ambientais nas quais se encontram

(FLEMMING et al., 2023).

Crescimento e
acumulacao

Figura 1- Novo modelo expandido de formacdo de biofilmes. Adaptado de SAUER et
al. (2022).
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Dentre os elementos presentes na matriz de SPE, a celulose (poli-p-(1-> 4)-D-
glicose) e proteinas amiloides possuem papel na formacéo e estruturacdo do biofilme, e
por isso sdo frequentemente pesquisadas como indicadores da capacidade de formacéo de
biofilme de microrganismos (PAWAR; ROSSMAN; CHEN, 2005; SALDANA et al.,
2009; REICHHARDT et al., 2015; CIMDINS; SIMM, 2017; TRMCIC et al., 2018),
potencialmente possuindo acdes sinérgicas no aumento da capacidade de formacédo de
biofilmes (SALDANA et al., 2009). A celulose é um polissacarideo identificado como
um componente fundamental que influencia a morfologia e arquitetura dos biofilmes
(FLEMMING et al., 2023). Sua producdo é feita atraves do operon bcs (bacterial cellulose
sythesis), que codifica proteinas responsaveis pela biossintese desse polimero (bcsA,
besB, besC, besD). Essas expressdes sdo por sua vez reguladas pelo mensageiro
intracelular c-di-GMP (ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991; HU et al., 2015;
ROMLING; GALPERIN, 2015). Curli sdo fibras amiloides funcionais produzidas por
diversas bactérias entéricas, formadas por duas subunidades, csgA e csgB
(DEBENEDICTIS; MA; KETEN, 2017; SMITH et al., 2017), cujo sistema de montagem
é feito por genes csg arranjados em operons csgDEFG e csgBAC (HAMMAR et al.,
1995; SMITH et al., 2017). As propriedades bioguimicas desses dois elementos fazem
com gue os mesmos se liguem ao corante Vermelho Congo (VC). Essa propriedade
permite a visualizacdo da deplecdo do corante e do fendtipo das col6nias quando
cultivadas em agar suplementado com VC, fazendo deste um método réapido e facil de ser
implementado na pesquisa de presenca de elementos relacionados a capacidade de
formacdo de biofilmes de enterobactérias (REICHHARDT et al., 2015; CIMDINS;
SIMM, 2017).

Além do papel do biofilme como possivel perpetuador de bactérias com potencial

patogénico em ambientes de producdo de alimentos, outro fator de preocupacéo
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relacionado ao mesmo é seu papel como facilitador de transferéncia de material genetico
entre microrganismos, sendo assim um fator envolvido na disseminacdo da RA (SILVA-
DE-JESUS et al., 2022), que se caracteriza atualmente como um importante risco para

a saude publica.

4.4. Resisténcia antimicrobiana no contexto da saude publica

A resisténcia antimicrobiana (RA) se caracteriza atualmente como um importante
risco para a saude publica, ao ponto de ser classificado em 2019 pela Organizacédo
Mundial da Saude como uma das dez maiores ameacas a satde publica (WHO, 2022a).
O desenvolvimento de RA pode ocorrer quando, em resposta a pressées de sele¢cdo como
0 uso de biocidas, pesticidas, poluicdo e medicamentos, ha transferéncia de genes
relacionados a RA através de transformacao, transdugdo ou conjugacéo, e também pela
transferéncia genética relacionada a sequéncias de insercdo, cassetes e transposons, que
podem inserir genes de RA a elementos genéticos mdveis como plasmideos, facilitando
a disseminacdo desses genes entre microrganismos (DJORDJEVIC et al., 2024). Os
mecanismos de RA envolvem a capacidade de destruir ou modificar moléculas
antimicrobianas, modificacdes em enzimas de ativacdo, alteracdes de ponto-alvo da
droga, e reducdo na acumulacao da molécula através de diminuicdo da permeabilidade
ou elevacdo no efluxo, e também como resultado de uma adaptacdo global da célula
bacteriana (CHRISTAKI et al., 2020). Alguns fatores relacionados a emergéncia dessa
ameagca incluem a utilizagdo inadequada de antimicrobianos no contexto clinico humano
e animal, e no contexto da agroindustria (TANG et al., 2023; DJORDJEVIC et al.,
2024). Essa natureza multisetorial e interconectada entre salide humana, salde animal e

meio ambiente leva a necessidade de agdes coordenadas sob uma perspectiva de Saude
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Unica na busca pela mitigacdo dos riscos associados a emergéncia da RA
(DJORDJEVIC et al., 2024). Dentre as acdes a serem implementadas com esse objetivo
estd a vigilancia da RA dentro das diferentes frentes de enfrentamento da ameaca da
RA, cujos resultados servem para auxiliar nas tomadas de decisdo a nivel regional,
nacional e internacional para mitigacao de riscos (WHO, 2022a).

As pressdes de selecdo que contribuem para a acentuacdo da emergéncia da RA
também podem levar ao surgimento de isolados que apresentem multirresisténcia
antimicrobiana (MRA), que se define pela presenca de resisténcia a pelo menos trés
classes distintas de antimicrobianos em um mesmo microrganismo (EFSA; ECDC,
2024). O surgimento de isolados multirresistentes intensifica os riscos a saude publica,
dificultando tratamentos e sendo um grande desafio na clinica médica, uma vez que a
velocidade de desenvolvimento de novas moléculas antimicrobianas ndo é capaz de
acompanhar o advento de isolados multirresistentes (TANWAR et al., 2014; SHARMA
etal., 2022; DJORDJEVIC et al., 2024).

Outro fator de importancia para a saude publica relacionado a RA é a
disseminac¢do de microrganismos capazes de produzir $-lactamases de amplo espectro
(ESBLSs), que conferem resisténcia a penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e
terceira geracdo, e aztreonam através da hidrélise desses antimicrobianos, e é
frequentemente observada em bactérias da familia Enterobacteriaceae, em especial E.
coli e Klebsiella sp (PATERSON; BONOMO, 2005; MASEDA,; DE LA RICA, 2022;
HUSNA et al., 2023). Ha uma ampla variedade de genes relacionados & produgéo de
ESBLs, que sdo divididos em familias, como os grupos TEM, SHV, CTX-M, CMT,
dentre outros (CASTANHEIRA et al., 2021). A disseminagéo de isolados produtores de
ESBLs é causa de preocupacdo, uma vez que a distribuicdo de clones carreadores desses

genes podem contribuir com a patogenicidade e riscos a saude (FUGA et al., 2022).
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Além disso, a ineficiéncia dessas classes de antimicrobianos no combate a infecgcdes
causadas por organismos produtores de ESBLs leva a necessidade de uso de classes
mais restritas de antimicrobianos, e essas infec¢es podem levar a maiores custos de
hospitalizacao, piores progndsticos e maiores taxas de mortalidade (MASLIKOWSKA

etal., 2016).

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Origem das estirpes

5.1.1. Escherichia coli

Foram analisadas 31 estirpes de E. coli pertencentes a bacterioteca do Laboratério
de Microbiologia de Alimentos, das quais 26 foram obtidas entre os anos de 2017 e
2021, e outras 5 entre os anos de 2022 e 2023. Desses isolados, 23 foram selecionados
em funcédo da presenca de genes relacionados a shiga toxina, enquanto os outros 07 ndo
passaram por critérios de selecdo, tendo sido escolhidos aleatoriamente. Os
microrganismos foram oriundos de carcagas suinas (08 isolados), e de ambientes de
abatedouros-frigorificos localizados na regido do Distrito Federal e Entorno, sendo 07
estirpes obtidas de abatedouros frigorificos de bovinos, 05 estirpes obtidas de
abatedouros frigorificos de aves e 09 de abatedouros frigorificos de suinos. Foram
também analisadas 02 estirpes oriundas de alimentos de origem animal, sendo 01
detectado em queijo minas tipo padréo e outro em linguica suina. Os 31 isolados de E.

coli analisados no presente estudo estdo discriminados no Quadro 1.
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Quadro 1- Identificacdo da estirpe, origem, local de deteccdo da amostra, regido e ano
de isolamento dos 31 isolados de Escherichia coli.

Identificagéo . Local de deteccéo Regido de .
do isolado Origem isolamento Ano de isolamento
Ambiente de abatedouro Caixa plastica
3EC de bovinos branca DF 2018
i Parede sala de abate
5EC Amblepte de abatedouro DE 2018
de bovinos
Ambiente de abatedouro Caixa plastica
16EC de bovinos branca GO 2018
Ambiente de abatedouro Caixa plastica
17EC de bovinos branca GO 2018
i Ralo area limpa
33EC Ambiente de abatedouro p GO 2018
de aves
Ambiente de abatedouro ~ Esteira de cortes de
36EC de aves frango GO 2018
Ambiente de abatedouro ~ Esteira de cortes de
37EC de aves frango GO 2018
Ambiente de abatedouro ~ Esteira de cortes de
39EC de aves frango GO 2018
i Calha embalagem
50EC Ambiente de abatedouro g GO 2018
de aves
. Barriga
67EC Carcaca de suinos DF 2021
B Pernil
68EC Carcaca de suinos DF 2021
. Lombo
T4EC Carcaca de suinos DF 2021
Axila/paleta
75EC Carcaca de suinos P DF 2021
3 Pernil
83EC Carcaca de suinos DF 2021
3 Pernil
86EC Carcaca de suinos DF 2021
3 Pernil
88EC Carcaca de suinos DF 2021
. Barriga
91EC Carcaca de suinos DF 2021
i Chute de visceras
115EC Amb[ente de abatedouro DE 2021
de suinos
i Ralo area suja
116EC Ambiente de,abatedouro ] DE 2021
de suinos
i Mesa de visceras
117EC Ambiente de,abatedouro DF 2021
de suinos
Ambiente de abatedouro Piso camara de
119eC de suinos resfriamento DF 2021
i Depiladeira
122EC Ambiente de,abatedouro p DE 2021
de suinos
i Faca de sangria
195EC Ambiente de,abatedouro g DE 2021
de suinos
i Parede area suja
130EC Ambiente de,abatedouro ) DE 2021
de suinos
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Ambiente de abatedouro Piso cAmara de
131EC de suinos resfriamento DF 2021
i Serra de carcaca
134EC Ambiente de/abatedouro G DE 2021
de suinos
L . Comércio do DF
136EC Queijo minas padrdo DF 2022
. | Comércio Entorno
137EC Linguica suina do DF GO 2022
i Plataforma pré crural
138EC Ambiente de gbatedouro p GO 2023
de bovinos
i Plataforma da toalete
139EC Ambiente de gbatedouro GO 2023
de bovinos
i Ralo da sangria
140EC Ambiente de gbatedouro g GO 2023
de bovinos

5.1.2. Listeria monocytogenes

Foi analisado 01 isolado de L. monocytogenes pertencente a bacterioteca do
LAMAL, oriundo de amostra analisada na rotina do laboratorio em 2018, cuja matriz
era carne cozida de frango pronto para consumo. Com o objetivo de aumentar o numero
de amostras de isolados de L. monocytogenes, foram realizadas pesquisas deste
microrganismo em amostras de alimentos de origem animal oriundos de industrias,
restaurantes, agcougues e feiras de rua da regido do Distrito Federal, sendo elas amostras
de queijo minas padrdo, salsicha, carne homogeneizada bovina, linguica suina,
embutido de frango, costela bovina e alimentos prontos para consumo de origem animal,

totalizando 26 amostras de alimentos analisadas.

5.2. Cultivo e isolamento de Listeria monocytogenes

Para cultivo e isolamento de L. monocytogenes, foi utilizada a metodologia
descrita por RYSER & DONNELLY (2013). As coletas de swabs ambientais foram
desenvolvidas conforme descrito por NICOLAU & BOLOCAN (2014). Para amostras
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de ambientes de abatedouros-frigorificos de aves, de suinos e de bovinos, realizou-se
coleta de esfregacdes de superficie de area de 25 cm?, por meio de swabs (Kasvi®)
estéreis em equipamentos, instalacbes e ambientes das industrias, que foram
acondicionados em solucdo de transporte de peptona de carne 0,1% (Kasvi®) e
transportados sob refrigeracao, em caixas isotérmicas até o laboratério de Microbiologia
de Alimentos da Universidade de Brasilia, para posterior processamento das amostras,
que foi realizado no mesmo dia de obtencdo. Procedeu-se entdo para inoculagdo de 1
mL de solucdo de transporte em 10 mL de caldo UVM (Kasvi®) para enriquecimento
seletivo de Listeria sp., que foi incubado em estufa bacterioldgica (Quimis®) a 35°C
por 24 horas. Procedeu-se entdo a inoculacao de 1 mL de caldo UVM em 9 mL de caldo
Fraser (Kasvi®), que foi incubado a 35°C por 24 horas em estufa bacterioldgica
(Quimis®). Amostras em que foi observada hidrdlise da esculina foram repicadas em
agar MOX (Kasvi®), que foi posteriormente incubado a 35°C por 24 horas, em estufa
bacterioldgica (Quimis®). Coldnias sugestivas de L. monocytogenes, com coloragdo
esbranquicada e halo enegrecido pela hidrdlise da esculina, foram repicadas em agar
nutriente (Kasvi®) e procedeu-se com a coloracdo de Gram (Neoprov®), teste do
turbilhonamento em microscépio (Opton®) por contraste de fase, testes bioquimicos
(catalase, nitrato, VM/VP, D-xilose, L-rhamnose) e confirmacdo de género e espécie
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) da espécie, com pesquisa do gene prfA

segundo o protocolo descrito por KEROUANTON et al. (2010).

5.3. Caracterizagdo molecular por Random Amplified Polymorphic DNA (DNA

polimdrfico amplificado aleatoriamente) (RAPD)
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Para a determinacéo de padrdes moleculares para analise de similaridade genética
entre os isolados de E. coli foi realizada a técnica de RAPD-PCR, que consiste na
amplificacdo aleatdria de sequéncias de DNA, a partir da utilizacdo do minissatélite
M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") (HUEY; HALL, 1989), nas condicGes descritas
por ROSSETTI & GIRAFFA (2005). Isolados de E. coli foram cultivados overnight em
agar nutriente (Kasvi®), e posteriormente col6nias isoladas foram adicionadas em 40
pL de dgua MilliQ® e fervidas por 10 minutos para serem utilizadas como template. As
reacdes de amplificacdo foram feitas para um volume final de 25uL, contendo 2,5uL de
tampdo 10X (Invitrogen®), 2,5uL de dNTPs 2mM (Invitrogen®), 0,8uL de MgSO4
50mM (Invitrogen®), 1,0uL de primer M13 a 10 pmol, 0,5uL de tag DNA polimerase
(Invitrogen®) e 5uL de template. As condi¢bes de amplificacdo foram um ciclo de
desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 42°C por 20
segundos, e 72°C por 2 minutos, € um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. A
PCR foi executada em aparelho termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied
Biosystems®). Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese a 45V por 90
minutos em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen®), que foi corado com brometo de etidio
(Ludwig®) a 0,6 pg/mL e visualizado em fotodocumentador (Major Science®). Foi
utilizado o software gelJ para andlise dos padrdes de bandas com a utilizacdo de
marcador 100bp (Invitrogen®) (HERAS et al., 2015). Foi utilizado o método UPGMA
com coeficiente de DICE a 1,5% para construcdo do dendrograma para analise da

variabilidade genética entre os isolados de E. coli do presente estudo.

5.4. Sorotipificacdo de Listeria monocytogenes
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A sorotipificacdo de L. monocytogenes foi realizada a partir da técnica de PCR
descrita por DOUMITH et al. (2004), que permite a diferenciacdo em 4 grupos distintos
(1-1/2a, 3a; 11-1/2c, 3c; 111-4b, 4d, 4e; 1V- 1/2b, 3b) (DOUMITH et al., 2004). Realizou-

se PCR multiplex com a utilizacéo dos primers descritos no Quadro 2.

Quadro 2- Primers utilizados para determinacdo de sorotipos de Listeria
monocytogenes.

Gene- A L P Tamanho do Sorotipos
alvo Sequéncia de pares de base (57-37) amplicon (pb) associados
Lmo0737 F-AGGGCTTCAAGGACTTACCC 601 1/2a, 1/2¢, 3a,
R-ACGATTTCTGCTTGCCATTC 3C
F- AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
Lmol1118 906 1/2¢. 3c
R- CGGCTTGTTCGGCATACTTA '
F- AGCAAAATGCCAAAACTCGT
ORF2819 471 1/2b, 3b, 4b,
R- CATCACTAAAGCCTCCCATTG 4d, 4e
F- AGTGGACAATTGATTGGTGAA
ORF2110 597 4b. 4d. 4e
R- CATCCATCCCTTACTTTGGAC P

Foi realizado cultivo overnight de L. monocytogenes em placas de agar nutriente
(Kasvi®), e coldnias isoladas desse cultivo foram fervidas por 10 minutos em 40 pL de
agua MilliQ® para serem utilizadas como template com concentracdo de
aproximadamente 2ng/ul. Foi realizada PCR multiplex em volume final de 25 pL,
contendo 2,5uL de tampdo 10X (Invitrogen®), 2,5uL de dNTPs 2mM (Invitrogen®),
0,8uL de MgSO4 50mM (Invitrogen®), 1,0uL de cada par de primer a 10 pmol, 0,5uL
de tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 5uL de template. A PCR foi executada em
aparelho termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems®) nas
seguintes condic¢des: um ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos
de 94°C por 24 segundos, 53°C por 1,15 minutos e 72°C por 1,15 minutos, e uma

extensao final a 72°C por 7 minutos. Foram aliquotados 5uL de produto da PCR para
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realizacdo de eletroforese adicionados de 3uL de tampdo de corrida, que foram
adicionados a gel de agarose (Invitrogen®) a 2% adicionado de brometo de etidio
(Ludwig®) a 0,6pg/mL. A visualizagdo das bandas foi realizada em aparelho
fotodocumentador (Major Science®). A determinacdo da linhagem filogenética foi feita

pela interpretacdo dos genes amplificados em cada isolado.

5.5. Pesquisa de marcadores de viruléncia nos isolados de Escherichia coli

Foram pesquisados por Reacdo em Cadeia da Polimerase os genes de viruléncia
relacionados a producdo de shiga-toxinas (stx-1, stx-2, stx-2c, stx-2d), intimina (eae),
adesina (saa), protease (espP), hemolisina (HIyA) e receptores de intimina (tir-«, tir-4,
tir-y). Também foram pesquisados genes relacionados aos principais sorotipos
patogénicos (0111, 0113 e O157). Foram utilizados como controles positivos isolados
pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e do
laboratério de Microbiologia Veterindria da Universidade de Brasilia. Os primers,

genes-alvo, as condi¢Oes para as reacdes e referéncias estdo listados no Quadro 3.

Quadro 3- Primers utilizados para deteccdo de genes de viruléncia e sorotipos em
isolados de Escherichia coli.

Tamanho do
Gene Sequéncias dos primers (5" - 3") amplicon (pb) Referéncia

F- AGGCTTCGTCACAGTTG
eaeA 570 Chinaet al., 1996
R-CCATCGTCACCAGAGGA

F- AAACAGCAGGCACTTGAACG
espP 1830 Brunder et al., 1999
R- GGAGTCGTCAGTCAGTAGAT

F- GCATCATCAAGCGTACGTTCC
hlyA 534 Paton & Paton, 1998
R- AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

Saa F- CGTGATGAACAGGCTATTGC 119 Paton & Paton, 2002
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R- ATGGACATGCCTGTGGCAAC

F- AGAGCGATGTTACGGTTTG
stx-1 388 Chinaet al., 1996
R- TTGCCCCCAGAGTGGATG

F- TGGGTTTTTCTTCGGTATC
Stx-2 807 China et al., 1996
R- GACATTCTGGTTGACTCTCTT

F- GCGGTTTTATTTGCATTAGT
stx-2¢ 124 Wang et al., 2002

R- GTACTCTTTTCCGGCCACT

F-
stx-2d GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT 175 Wang et al., 2002

R- CAGCAAATCCTGAACCTGACG

F- CRCCKCCAYTACCTTCACA
tir-a 342 Chinaetal., 1999
R- CGCTAACCTCCAAACCATT

F- CRCCKCCAYTACCTTCACA
tir-p 560 China et al., 1999
R- TGTATGTCGCACTCTGATT

F- CRCCKCCAYTACCTTCACA
tir-y 781 China et al., 1999
R- GTCGGCAGTTTCAGTTTCAC

F_
TAGAGAAATTATCAAGTTAGTTCC
0111 406 Paton & Paton, 1998
R-
ATAGTTATGAACATCTTGTTTAGC

F- AGCGTTTCTGACATATGGAGTG
0113 593 Paton & Paton, 1999
R- GTGTTAGTATCAAAAGAGGCTCC

F- CGGACATCCATGTGATATGR
0157 259 Paton & Paton, 1998
R- TTGCCTATGTACAGCTAATCC

A determinacéo de patotipos foi realizada através da deteccdo dos genes stx (Stx-
1, stx-2, stx-2c ou stx-2d) para classificacdo dos isolados em STEC; detec¢do dos genes
stx associados ao gene eae para classificacdo em EHEC, e deteccdo do gene eae para
classificacdo em EPEC (TOMA et al., 2003; DENAMUR et al., 2021; DE MELO

TAVARES et al., 2024).
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5.6. Antibiograma e deteccéo de genes de resisténcia antimicrobiana

A determinacéo de resisténcia antimicrobiana (RA) fenotipica dos isolados de E.
coli e L. monocytogenes foi avaliada pelo método de difusdo em disco, conforme descrito
pelo Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI) (2025). As bases testadas para
E. coli foram: Quinolonas - acido nalidixico (NAL) 30 pg, ciprofloxacino (CIP) 5 ug;
Aminopenicilinas - amoxicilina (AMO) 10ug, ampicilina (AMP) 10 pg; Cefalosporinas
- cefalexina (CFE) 30png, cefazolina (CFZ) 30 ng, ceftazidima (CAZ) 30 nug; Anfenicois
- cloranfenicol (CLO) 30pg; Tetraciclinas - tetraciclina (TET) 30 ug, doxiciclina (DOX)
30 pg; Aminoglicosideos - estreptomicina (EST) 10 pg, gentamicina (GEN) 10 ng;
Sulfonamidas - sulfonamidas (SUL) 300ug. A classifica¢do baseou-se nos pontos de corte
definidos pelo CLSI M100 (CLSI, 2025) para Enterobacteriaceae. Para preparo do
indculo, 3 a 4 coldnias de cultura com no maximo 24 horas de crescimento em agar
nutriente (Kasvi®) foram inoculadas em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI)
(Kasvi®), que foi incubado em estufa bacterioldgica (Quimis®) a 37°C até atingir
turvacdo correspondente a 0,5 na escala McFarland (Probac®) (aproximadamente 1.5 x
108 células). Com o auxilio de um swab estéril (Kasvi®), uma placa de agar Mieller
Hinton (Kasvi®) foi semeada de maneira homogénea com cada isolado individualmente,
e posteriormente discos de antimicrobianos foram dispostos sobre a mesma, com cada
placa contendo no maximo 5 discos. Apds incubacédo a 35+2°C por 16 a 18 horas, 0s halos
de inibicdo formados foram medidos por meio de réguas, e assim procedeu-se com a
classificacdo de acordo com os valores descritos no CLSI M100 (CLSI, 2025).

Para deteccdo fenotipica de producdo de B-lactamases de espectro expandido
(ESBLs) e de ampC plasmidial nos isolados de E. coli, foram realizados os protocolos

por disco aproximacéo descritos pelo Subcomité Veterinario do Brazilian Committee on
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Antimicrobial Susceptibility Testing- BrCASTvet (BRCASTVET, 2022). Os indculos
foram preparados de maneira similar ao descrito anteriormente para o método de difuséo
em disco. Para o teste de deteccdo de producdo de ESBLs, foram dispostos 5 discos de
antimicrobianos em uma placa de agar Mueller Hinton (Kasvi®) com 2,5 cm de distancia
entre eles (ceftriaxona (CRO), cefotaxima (CTX), cefepime (COM) e ceftazidima (CAZ)
ao redor de amoxicilina/acido clavulanico (AMC)). A producdo de ESBLs foi
considerada positiva quando houve observacdo do aumento do halo de inibicdo de
qualquer uma das cefalosporinas em direcdo ao disco de AMC, ou se houve formacéo de
“zona fantasma” entre os mesmos. Para a deteccdo de ampC plasmidial, o preparo do
indculo foi realizado como citado anteriormente, e foram dispostos na placa de Mueller
Hinton (Kasvi®) um disco de CAZ e um disco de imipenem (IPM) a 3 cm de
equidistancia. A producdo de ampC plasmidial foi considerada presente quando se
observou achatamento do halo de inibicdo da CAZ na face proxima ao disco de IPM.
Para L. monocytogenes, as bases antimicrobianas testadas foram Macrolideos -
eritromicina (ERI) 15 pg; B-lactdmicos — ampicilina (AMP) 10 pg, meropenem (MER)
10 png; Quinolonas — ciprofloxacino (CIP) 5ug; Anfenicdis - cloranfenicol (CLO) 30pg;
Tetraciclinas - tetraciclina (TET) 30 pg, doxiciclina (DOX) 30 pg; Aminoglicosideos -
gentamicina (GEN) 10 pg; Sulfonamidas - sulfonamida (SUL) 300ug e sulfazotrim (SUT)
1,25 pg trimetoprim / 23,75 pg sulfametoxazol. A classificagdo utilizou os pontos de corte
descritos no CLSI M100 (CLSI, 2025) para Staphylococcus spp. (CHEN et al., 2010) para
todas as bases, exceto para AMP, ERI, MER e SUT, para as quais foram utilizados os
pontos de corte descritos no Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos para L. monocytogenes (BRCAST, 2025). O protocolo seguido para

execucdo do teste foi 0 mesmo descrito para os isolados de E. coli.
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A caracterizacdo de marcadores genéticos relacionados a RA foi realizada a partir

da deteccdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) dos genes descritos no Quadro

4, bem como todos os protocolos para cada reacdo. Todos os genes-alvo foram testados

para E. coli e L. monocytogenes, exceto 0s genes mcr-1, mcr-2, mcr-3 e mcr-4, que nao

foram testados para isolados de L. monocytogenes. Foram utilizados como controles

positivos isolados pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Microbiologia de

Alimentos e do Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria da Universidade de Brasilia.

Quadro 4- Genes relacionados a resisténcia antimicrobiana pesquisados nos isolados de
Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

Gene-alvo Sequéncias dos primers (5" - 3") Amplicon (pb) Referéncia
F- CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 309 LIU et al., 2016
R- CTTGGTCGGTCTGTAGGG
F- TGGTACAGCCCCTTTATT
mcr-2 1617 XAVIER et al., 2016
R- GCTTGAGATTGGGTTATGA
F- TTGGCACTGTATTTTGCATTT
mcr-3 542 YIN et al., 2017
R- TTAACGAAATTGGCTGGAACA
., FATTGGGATAGTCGCCTTTTT . CARATTOLI et al.
R- TTACAGCCAGAATCATTATCA 2017
tet(A) F- GTGAAACCCAACATACCCC
887 VAN et al., 2008
GAAGGCAAGCAGGATGTAG
tet(B) F- CCTTATCATGCCAGTCTTGC
773 VAN et al., 2008
ACTGCCGTTTTTTCGCC
tet(C) F- ACTTGGAGCCACTATCGAC
880 VAN et al., 2008
CTACAATCCATGCCAACCC
tet(M) F- GTTAAATAGTGTTCTTGGAG AARESTRUP et al.
700 '
CTAAGATATGGCTCTAACAA 2000
ermA F- TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA
645 SUTCLIFFE et al., 1996
CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT
ermB F- GAAAAGGTACTCAACCAAATA
639 SUTCLIFFE et al., 1996
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
ermC TCAAAACATAATATAGATAAAF- 642 SUTCLIFFE et al., 1996

40



GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
ereA F- GCCGGTGCTCATGAACTTGAG
419 VAN et al., 2008
CGACTCTATTCGATCAGAGGC
catl F- AGTTGCTCAATGTACCTATAACC
547 VAN et al., 2008
R- TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
cmiA F- CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC
698 VAN et al., 2008
R- CACCTTGCCTGCCCATCATTAG
sull F- TTCGGCATTCTGAATCTCAC
822 VAN et al., 2008
R- ATGATCTAACCCTCGGTCTC
blaSHV  F- TCGCCTGTGTATTATCTCCC
768 VAN et al., 2008
R- CGCAGATAAATCACCACAATG
ampC F- TTCTATCAAMACTGGCARCC SCHWARTZ et al
550 .
R- CCYTTTTATGTACCCAYGA 2003
aaC(3)-1  F- ACCTACTCCCAACATCAGCC
157 VAN et al., 2008
R- ATATAGATCTCACTACGCGC

5.7. Deteccéo de producéo de curli e celulose nos isolados de Escherichia coli

A deteccdo fenotipica da presenca de expressao de fimbria tipo curli e celulose
nos isolados de E. coli foi realizada pelo método de ligacdo do Vermelho Congo (VC)
a estruturas amiloides, conforme descrito por REICHHARDT et al. (2015). Uma colonia
de cada isolado de E. coli foi repicada em placas de 4gar YESCA (0,5¢/L de extrato de
levedura (Kasvi®); 10g/L de peptona de caseina (Kasvi®)) adicionado de 25ug/mL de
solucéo de VC (Sigma Aldrich®) e incubadas a 24°C e 37°C, com leituras em 24, 48 e
72 horas de incubacéo. A interpretacdo do teste baseou-se na observagdo dos morfotipos
descritos por CIMDINS & SIMM (2017), que sdo: SAW (smooth and white — liso e
branco) — auséncia de expressdo de curli e celulose; RDAR (red, dry and rough —

vermelha, seca e rugosa) — presenca de curli e celulose; BDAR (brown, dry and rough
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— marrom, seca e rugosa) — expressao de curli; PDAR (pink, dry and rough — rosa, seca

e rugosa) — expressao de celulose.

5.8. Pesquisa da capacidade e padroes de adeséo celular de isolados de Escherichia

coli em células da linhagem Caco-2

As células da linhagem Caco-2 utilizadas no presente estudo foram oriundas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), gentilmente cedidas pela professora
doutora Nadjar Nitz Silva Lociks de Araujo, da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia. O cultivo de células da linhagem Caco-2 foi realizado conforme protocolo
descrito por GAILLARD et al. (1987). A quantificacdo da capacidade de adeséo celular
foi realizada através da metodologia descrita por MORONI et al. (2006). As células
foram mantidas utilizando-se meio DMEM high glucose (Gibco®) adicionado de 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e 1% de penicilina (100U/mL) - estreptomicina
(10mg/mL) (Sigma-Adrich®), denominado meio DMEM completo. As garrafas de
250mL (Kasvi®) foram mantidas em estufa de cdmara de CO2 (Quimis® - Estufa
Microprocessada de CO2 — Q316C) a 5% de concentracdo de CO2 e 37°C, sendo
tripsinizadas (0,25% Tripsina-EDTA (1X) — Sigma-Aldrich®) quando em confluéncia
de 90%. Os ensaios foram executados em placas de 24 pocos (Kasvi®) com numero de
1,0 x 10° células por poco apds aproximadamente 36 horas de incubacio, alcancando
confluéncia acima de 90%.

Para realizacdo da avaliagdo do padrdo de adesdo, foi utilizado o protocolo
descrito por HAERI et al. (2012). Procedeu-se com a retirada do meio DMEM completo
dos pocos, seguidos de 3 lavagens com tampéo fosfato-salino 1X (PBS - Laborclin®) e

inoculagdo de cada pogo com 1,0 x 10’ UFC de cada isolado, previamente incubado em
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agar Tryptic Soy Broth (TSB) (Kasvi®) adicionado de 2% de D-manose (Dinamica®),
em 250uL de meio DMEM incompleto (meio DMEM high glucose adicionado de 10%
de SFB) para obtencdo de uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 100. As placas
foram incubadas por 3 horas em estufa de CO2a 5% de CO- e 37°C. Procedeu-se com 3
lavagens dos pogos com tampéo fosfato-salino 1X (PBS - Laborclin®), fixacdo com
1mL de metanol (Dinamica®) por 60 segundos, e coloracdo com 1mL de corante de
Giemsa (Laborclin®). A observacdo dos padrbes de adesdo foi realizada por
microscopia em sistema de captacdo de imagem celular EVOS FLoid Imaging System
(ThermoFisher®). Os isolados que apresentaram o padrdo de adesdo agregativa (AA)
foram classificados como EAEC e os isolados que apresentaram o padrdo de adesdo
difusa (DA) foram classificados como DAEC (DENAMUR et al., 2021). Todos os testes
foram realizados em duplicata, em pelo menos dois ensaios independentes.

Para o ensaio de quantificacdo de capacidade de adesdo em células Caco-2 dos
isolados de E. coli, realizou-se a retirada do meio DMEM completo dos pogos, seguida
de 3 lavagens com tampéo fosfato-salino 1X (PBS - Laborclin®) e inoculacdo de cada
poco com 1,0 x 10” UFC de cada isolado, previamente incubado em agar infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) (Kasvi®), em 250uL de meio DMEM incompleto (meio
DMEM high glucose adicionado de 10% de SFB) para obtencdo de uma multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 100. As placas foram incubadas por 2 horas em estufa de COz a
5% de COz e 37°C. Procedeu-se com 3 lavagens dos pocos com tampéo fosfato-salino
1X (PBS - Laborclin®), adicionou-se 250uL de solucéo de lise (Triton 100X 0,1% -
Sigma Aldrich®), seguido de nova incubagdo de 15 minutos nas mesmas condigdes
descritas anteriormente, e procedeu-se com o preparo das diluicbes para quantificagdo
das células bacterianas viaveis por semeadora em agar BHI (Kasvi®) pela técnica drop-

plate. O resultado final foi expresso em unidades formadoras de coldnias por mL
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(UFC/mL). A porcentagem de adesdo bacteriana nas celulas Caco-2 foi calculada

através da formula:

% adesdo = numero de células bacterianas aderidas x 100
namero de células aderidas ao poco

Todos os testes foram realizados em triplicata, em dois experimentos
independentes. Os valores utilizados foram as médias das diferentes repeticGes para

cada isolado.

5.9. Pesquisa de adesdo e invasao celular em células Caco-2 dos isolados de Listeria

monocytogenes

O cultivo de células da linhagem Caco-2 foi realizado conforme protocolo descrito
por GAILLARD et al. (1987). Os ensaios de adesdo foram desenvolvidos conforme
metodologia descrita por MORONI et al. (2006), e os ensaios de invasdo foram
desenvolvidos conforme protocolo descrito por GAILLARD et al. (1987) e adaptado
por MORONI et al. (2006). A manutencdo das células e preparo das placas para o0s
ensaios de adesdo e de invasao seguiram 0S mesmos passos descritos anteriormente no
ensaio de padréo de adeséo celular e capacidade de adesdo celular dos isolados de E.
coli. Para os ensaios de ades&o, foi seguido 0 mesmo protocolo descrito para 0s ensaios
de capacidade de adeséo celular dos isolados de E. coli. Para os ensaios de invasao
celular, apos as 2 horas de incubagao dos indculos sobre as células em uma MOI de 100,
foram feitas 3 lavagens com tampao fosfato-salino 1X (PBS - Laborclin®) e adicionou-
se 250uL de DMEM adicionado de 10% de SFB e solucédo de gentamicina 1mg/mL

(Sigma-Aldrich®), com nova incubagdo nas mesmas condi¢fes de temperatura e
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concentragdo de CO> descritas anteriormente por 1 hora. Posteriormente, procedeu-se
com a fase de lise com a utilizacdo de Triton 100X 0,1% (Sigma Aldrich®), semeadura
e quantificacdo de maneira semelhante ao descrito para o ensaio de adesédo celular dos
isolados de E. coli. Todos os testes foram realizados em triplicata, em dois experimentos

independentes. Os valores utilizados foram as médias das diferentes repeticoes.

5.10. Sequenciamento do gene inlA de Listeria monocytogenes

A deteccdo de fragmentos do gene inlA foi realizada através de PCR com
utilizacdo dos pares de primers 01/02 e 03/04, conforme protocolo descrito por
POYART et al. (1996), para deteccdo da unidade de repeticdo A (1157pb, primer O1 -
5’-GAATGTAACAGACACG-3’ e 02 - 5’>-GAATGTAACAGACACG-3’) e unidade
de repeticdo B (760pb, primer O3 - 5>-AGCCACTTAAGGCAAT-3’ ¢ O4 - 5°-
AGTTGATGTGTTAGA-3’). As reagdes de PCR foram preparadas em uniplex, em
volume final de 100uL, contendo 5U de tag DNA polimerase (Invitrogen®), 2mM de
dNTPs (Invitrogen®), tampdo 1X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI -
Invitrogen®), 1,5mM de MgCI2 (Invitrogen®), primers nas concentracdes de 0,5 uM
cada e adicdo de 10uL de DNA mantido a 95°C por 10 minutos. As reacdes foram
executadas em termociclador SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems®) nas
seguintes condic¢des: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de amplificacdo
consistindo de 1 minuto de desnaturagéo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 50°C e 90
segundos de extensdo a 72°C, e 7 minutos de extenséo final a 72°C. Os produtos da PCR
foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen®), corados
com brometo de etidio (Ludwig®) 0,6g/mL e visualizados em transiluminador (Major

Science®). A purificacdo dos produtos de PCR foi feita com a utilizagdo de kit PureLink
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Quick PCR Purification Kit (Invitrogen®) para purificacdo de produtos de PCR,
seguindo protocolo descrito pelo fabricante. O material genético foi quantificado através
de fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen®) para sequenciamento em sequeciador ABI

3500xL (Applied Biosystems®).

5.11. Capacidade de formacao de biofilme in vitro

A avaliacédo da capacidade de formacao de biofilme in vitro seguiu a metodologia
descrita por BORGES et al. (2018). Os isolados foram incubados em caldo BHI
(Kasvi®) por 24 horas a 37°C, seguidos de cultivo em agar Triple Soy Agar (TSA)
(Kasvi®) nas mesmas condicBes de temperatura e tempo de incubacdo. Uma colénia
isolada do agar, na etapa anterior, foi inoculada em caldo TSB (Kasvi®) por
aproximadamente 24 horas. As suspensdes bacterianas foram preparadas para atingir a
concentracdo 1 na escala MacFarland (Nefelobac - Probac®), sendo entdo adicionados
200puL da suspensdo em cada poco de uma microplaca de poliestireno estéril (Olen®).
Cada in6culo foi adicionado em 3 pocos diferentes. Todas as placas continham controle
negativo composto de caldo TSB sem inoculo. As placas foram entdo incubadas a 10°C,
24°C e 37°C, e procedeu-se com o preparo das microplacas para leitura ap6s 24, 48 e 72
horas, consistindo em retirada do indculo, trés lavagens dos pocos com solucdo salina
0,9%, fixacdo do biofilme com 200uL de metanol por 15 minutos e utilizacao de cristal
violeta para corar 0s pogos por 5 minutos, com posterior lavagem dos mesmos para
retirada do corante. Apds secagem em temperatura ambiente, procedeu-se com a
ressuspensdo do corante em 200uL de acido acético glacial a 33% para a leitura da

densidade optica (DO) dos pocos em leitor de microplaca Varioskan LUX
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(ThermoFisher®) a 550nm de comprimento de onda. Todos os testes foram realizados
em triplicata, e utilizou-se o valor da média das repeticdes para analise dos resultados.

A classificacdo dos isolados em formadores fortes, formadores moderados,
formadores fracos e ndo formadores de biofilme foi feita de acordo com o protocolo
descrito por STEPANOVIC et al. (2000). Para tal, utilizou-se os valores de DO do
controle negativo (DOc) como parametro, sendo classificado de acordo com o0s

seguintes valores:

DO <DOc - ndo formador
DOc < DO <2xDOc¢ - formador fraco
DOc < DO <4xDOc¢ - formador moderado

DO > 4xDOc - formador forte , onde:

DO: valor médio da densidade Optica do isolado

DOc: valor médio da densidade Optica do controle negativo

5.12. Andlise estatistica

Para andlise descritiva dos dados, calculou-se a frequéncia absoluta e relativa das
variaveis categoricas, que foram comparadas a partir das diferentes fontes de origem das
estirpes analisadas. As variaveis continuas foram avaliadas por meio de célculos de média
e variancia para comparacgdo entre as fontes analisadas (DANIEL, 2013). Essas analises
foram realizadas no programa Microsoft Excel 365 (versdo 2503, Microsoft
Corporation®, 2025). Nos ensaios de capacidade de formacdo de biofilme e capacidade

de adesdo celular, foi calculada a média dos valores de cada repeticdo, com excluséo de
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outliers pelo critério de 2,25 desvios padrdo da média (AGUINIS; GOTTFREDSON;
JOO, 2013). Para comparacdo da densidade de biofilme em funcdo de tempo e
temperatura, aplicou-se Modelo Linear de Efeitos Mistos (Mixed Model), estimado pelo
método REML (Restricted Maximum Likelihood Estimation). O teste Type 11l ANOVA
foi utilizado para verificar a significancia dos efeitos fixos. Para comparacdo da
capacidade de formacao de biofilme e expressdo de curli e celulose, aplicou-se o teste do
Qui-quadrado de Pearson, complementado pelos testes Razdo de Verossimilhanca e
Mantel-Haenszel, e foi aplicado o Teste Exato de Fisher para garantir maior robustez na
inferéncia estatistica. A relacdo entre a capacidade de adesdo celular e a capacidade de
formacéo de biofilme foi avaliada por meio de Regressdo Logistica Binaria, utilizando o
método de otimizaga@o Fisher’s Scoring, e a significancia do efeito da variavel de adesdo
celular foi determinada pelo Teste de Wald. Os testes estatisticos foram realizados no
programa SAS (Statistical Analysis System®), com intervalo de confianca de 95%. Os

resultados das andlises estatisticas estdo no Anexo I.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Isolamento e analise de Escherichia coli e Listeria monocytogenes

6.1.1. Andalise dos isolados de Escherichia coli

Foram recuperados em cultivo e analisados os 31 isolados de E. coli, dos quais 5
foram oriundos de ambientes de abatedouros-frigorificos de aves, 7 oriundos de
ambientes de abatedouros-frigorificos de bovinos, 9 oriundos de ambientes de
abatedouros-frigorificos de suinos, 8 isolados de carcacgas de suinos e 2 oriundos de

alimentos de origem animal, sendo um oriundo de linguica suina e um oriundo de queijo

48



minas padrdo. A presenca de E. coli em ambientes de producédo de alimentos de origem
animal, tais como ambientes de abatedouros frigorificos de espécies domesticas e
alimentos de origem animal ndo é considerado novidade no pais. Diversos estudos
detectaram esse microrganismo a partir de amostras de alimentos de origem animal e
nestes ambientes no Brasil, e em diferentes épocas (SANTOS et al., 2018; DE ASSIS et
al., 2021; SAMPAIO et al., 2024). No Distrito Federal, poucos sdo os estudos de
caracterizacdo de E. coli oriundas de alimentos de origem animal e ambientes de
abatedouros-frigorificos de aves, suinos e bovinos (DOS SANTOS et al., 2022; COELHO
etal., 2024). A legislacdo brasileira exige a pesquisa de E. coli em alimentos prontos para
consumo e carnes bovina, suina e de aves, estabelecendo limites de contagem para cada
categoria (BRASIL, 2022, 2024b). O controle microbiol6gico dentro de abatedouros-
frigorificos de suinos e bovinos exige a pesquisa de STEC em carnes bovinas,
especialmente sorotipos O157:H7, 026, 045, 0103, 0111, 0121 e 0145 em razéo de

seu alto risco para a saude publica (BRASIL, 2018).

A presenca de E.coli em alimentos de origem animal, ambientes de producéo
destes alimentos e carcacas representa os desafios enfrentados pela industria com relacao
a execucdo de boas praticas de producdo. A deteccdo desse microrganismo em utensilios
utilizados no abate e processamento de carnes de bovinos, suinos e aves, assim como a
deteccdo em instalagbes como paredes, pisos e ralos desses ambientes, representa um
potencial risco a salde publica em funcdo da facilidade de contaminagdo cruzada
decorrente do contato desses microrganismos com o0s alimentos produzidos. Estudos
mostram a capacidade de disseminacdo desse microrganismo em ambientes de producao
de alimentos de origem animal, levando a potenciais riscos de contaminagdo dos
alimentos (AMEZQUITA-MONTES et al., 2015; HONISH et al., 2017; ESSENDOUBI

etal., 2020; GUO et al., 2024). Com o objetivo de mitigar os riscos associados a presenca
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desse microrganismo em alimentos de origem animal e ambientes de producdo de
alimentos de origem animal, torna-se necessaria a vigilancia e a instituicdo de
mecanismos de controle desses riscos nestes ambientes e alimentos. Desta forma, a
legislacdo brasileira estabelece mecanismos de autocontrole a serem instituidos nos
abatedouros-frigorificos de bovinos e suinos, com o controle microbiologico em carcacas
dessas espécies como meio de avaliagdo da higiene do processo e reducdo da incidéncia
desses potenciais patogenos, através da Instrucdo Normativa SDA/MAPA 60/2018
(BRASIL, 2018), bem como normativas que estabelecem Procedimentos Operacionais
Patronizados relacionados as Boas Praticas de Fabricacdo que contribuem para a garantia
das condigcdes higiénico-sanitarias adequadas em ambientes de producdo e
industrializacdo de alimentos (BRASIL, 2002), além do estabelecimento de limites
maximos nos padrdes microbiol6gicos deste microrganismo a serem analisados em
amostras de alimentos para que sejam considerados seguros para 0 consumo humano

(BRASIL, 2022, 2024b).

6.1.2. Analise do isolado de Listeria monocytogenes

Foi recuperado e analisado com sucesso um (01) isolado de L. monocytogenes
pertencente a bacterioteca do LAMAL, oriundo de carne cozida de frango pronta para
consumo. N&o foram detectados isolados de L. monocytogenes nas 26 amostras de
alimentos analisadas no presente estudo.

Pesquisas mostram a deteccao de L. monocytogenes em amostras de alimentos de
origem animal obtidas em diferentes regides do Brasil, inclusive no Distrito Federal
(MEDEIROS etal., 2021; CAVALCANTI et al., 2022). A legislagéo brasileira estabelece

procedimentos para controle de L. monocytogenes em alimentos de origem animal pronto
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para consumo (BRASIL, 2009a). A legislacdo atual permite até 10> UFC/25g/mL de
amostras de alimentos prontos para consumo, desde que ndo sejam destinados a lactentes
ou fins especiais (BRASIL 2022). A legislacdo brasileira € semelhante a legislacédo
europeia, que também permite até 10?2 UFC/g para alimentos prontos para consumo que
ndo sejam destinados a lactentes ou fins especiais. A legislacdo estadunidense, por sua
vez, determina auséncia desse microrganismo em todos os alimentos (ESTADOS
UNIDOS, 2025). Ndo ha consenso sobre quais limites devem ser estabelecidos para a L.
monocytogenes, uma vez que ha necessidade de maiores esclarecimentos sobre a relacao
dose-resposta para desenvolvimento de doenca relacionada a esse patogeno (SCHLECH,
2019; WHO, 2022b).

A legislacdo brasileira exige o estabelecimento de programas de autocontrole que
envolvem avaliacdo da conformidade dos resultados dos procedimentos de controle,
incluindo medidas preventivas, corretivas e de testes microbioldgicos, exigindo controle
da matéria-prima e higienizacdo e sanitizacdo durante o processo de producdo com
enfoque em L. monocytogenes (BRASIL, 2009a). Desse modo, a auséncia de detec¢do de
L. monocytogenes nas amostras analisadas no presente estudo pode se relacionar ao baixo
namero de amostras analisadas, tendo em vista ndo ser o objetivo principal deste estudo,
e também pode estar relacionado com boas praticas das inddstrias de producdo de
alimentos de origem animal na regido avaliada, seguindo as exigéncias da legislacédo
brasileira, as quais tém sido implementadas desde 2009 pelos 6rgdos de inspecbes

oficiais.

6.2. Deteccdo de marcadores de viruléncia em isolados de Escherichia coli
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Nas 31 estirpes de E. coli analisadas no presente estudo, foram detectados 08 dos
16 genes pesquisados relacionados a viruléncia do microrganismo. Em 20 dos 31 isolados
foi detectado o gene stx-1 (64,52%), em 13 dos 31 isolados detectou-se o gene saa
(41,93%), em 11 dos 31 isolados detectou-se o gene hlyA (35,48%), em 08 dos 31 isolados
foi detectado o gene stx-2 (25,8%), em 04 dos 31 isolados detectou-se o gene eae (12,9%),
em 02 dos 31 isolados detectou-se o gene tir a (6,45%), em 02 dos 31 isolados detectou-
se 0 gene tir 3 (6,45%) e em 02 dos 31 isolados detectou-se o gene zir y (6,45%). Os genes
stx-2c, stx-2d, espP, 0111, 0113 e 0157 ndo foram detectados em nenhum dos isolados
testados no presente estudo. Apenas 01 isolado (134EC) ndo apresentou nenhum dos
genes de viruléncia pesquisados. Os resultados da pesquisa dos genes de viruléncia dos

31 isolados de E. coli estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Resultados da pesquisa de marcadores de viruléncia presentes nos 31 isolados
de Escherichia coli oriundos de diferentes ambientes de producéo de alimentos de origem
animal e alimentos de origem animal.

Identificacdo dos

isolados Origem Genes de viruléncia detectados
3EC Ambiente de abatedouro de bovinos saa stx-1
5EC Ambiente de abatedouro de bovinos saa stx-1
16EC Ambiente de abatedouro de bovinos Saa
17EC Ambiente de abatedouro de bovinos stx-1
138EC Ambiente de abatedouro de bovinos saa Tir
139EC Ambiente de abatedouro de bovinos saa Tiry
140EC Ambiente de abatedouro de bovinos saa Stx-2
33EC Ambiente de abatedouro de aves saa stx-1
36EC Ambiente de abatedouro de aves saa stx-1
37EC Ambiente de abatedouro de aves eae saa tir
39EC Ambiente de abatedouro de aves hlyA saa stx-1
50EC Ambiente de abatedouro de aves stx-1
67EC Carcaga de suinos eae hlyA stx-1 stx-2
68EC Carcaga de suinos hlyA stx-1 stx-2
T4EC Carcaga de suinos stx-1
75EC Carcaga de suinos hlyA stx-1 tir o
83EC Carcaga de suinos eae hlyA saa stx-1 stx-2
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86EC Carcaga de suinos hlyA stx-2

88EC Carcaga de suinos hlyA stx-2
91EC Carcaga de suinos hlyA stx-1 stx-2
115EC Ambiente de abatedouro de suinos hlyA stx-1
116EC Ambiente de abatedouro de suinos eae hlyA
117EC Ambiente de abatedouro de suinos saa stx-1
119EC Ambiente de abatedouro de suinos tir a
122EC Ambiente de abatedouro de suinos saa Tiry
125EC Ambiente de abatedouro de suinos stx-1
130EC Ambiente de abatedouro de suinos stx-1
131EC Ambiente de abatedouro de suinos stx-1
134EC Ambiente de abatedouro de suinos -

136EC Queijo minas padréo stx-1
137EC Linguica suina hlyA stx-1 stx-2

Foram classificados como STEC 23 dos 31 isolados de E. coli em funcdo da
presenca dos genes stx-1 e/ou stx-2. O gene stx-1 foi detectado em ao menos uma estirpe
de cada origem analisada no presente estudo, enquanto o gene stx-2 ndo foi detectado em
amostras de ambiente de abatedouros de aves e de suinos. Apenas 01 dos 07 isolados
oriundos de ambiente de abatedouros frigorificos de bovinos apresentou o gene stx-2. Os
genes stx-1 ou stx-2 foram detectados em 04 dos 07 isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de bovinos. Ruminantes sdo importantes reservatérios de STEC,
funcionando como fontes de contaminagéo cruzada dos alimentos na etapa de abate de
bovinos (NASTASIJEVIC; MITROVIC; JANKOVIC, 2014). Fatores relacionados ao
pré-abate e abate desses animais podem influenciar na ocorréncia de STEC, como o
tempo de espera para abate, em que situagdes de estresse dos animais podem favorecer a
proliferacdo do microrganismo, e minimizacdo da contaminacdo do ambiente de
producéo de alimento, atraves da aplicacdo de planos de controle de higiene e sanitizagdo
das instalacdes (CALLAWAY et al., 2013; NASTASIJEVIC; MITROVIC; JANKOVIC,

2014). A deteccdo desses genes em isolados oriundos de ambientes de abatedouros-
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frigorificos de bovinos, em especial 0 gene stx-2 por sua associag¢do a quadros mais graves
em humanos, é importante para fornecer dados sobre a seguranca dos alimentos
produzidos e permitir a mitigacao dos riscos para a populacdo com a implementacédo e
adaptacdo de planos de controle dentro da industria de producdo de alimentos de origem
animal. Diversos estudos detectaram a presenca de genes relacionados a producdo de
shiga-toxina nas diversas regibes do pais, e oriundos de diferentes fontes (animais,
alimentos e humanos) (CASTRO et al., 2019). A deteccao de isolados de E. coli carreando
esses genes a partir de fontes distintas descrita no presente estudo é importante para a
vigilancia e protecdo da saude da populacdo, uma vez que, apesar de sua detec¢cdo ndo
indicar a patogenicidade da estirpe em questdo, é ainda assim uma importante ferramenta
de vigilancia para a avaliacao da circulacdo de STEC na regido avaliada.

Foi detectado o gene eae em 04 dos 31 isolados de E. coli analisados. Em 02
desses 04 isolados (37EC e 116EC), 0 gene eae nao estava associado com a presenca dos
genes stx-1 ou stx-2, sendo esses isolados classificados como EPEC (DENAMUR et al.,
2021). Esse gene é comumente detectado em uma ilha de patogenicidade associada a
estirpes altamente virulentas denominada locus de apagamento de enterécitos (locus for
enterocyte effacement — LEE), sendo frequentemente utilizado como indicador da
presenca de LEE (PATON; PATON, 2002), e sua deteccdo em isolados STEC oriundos
de carcacas e ambientes de producdo de alimentos indica potencial risco para a saude da
populacdo consumidora. Dentre os 04 isolados que apresentaram o gene eae, 02 deles
possuiam os genes stx-1 e stx-2 (isolados 67EC e 83EC), sendo esses dois classificados
como pertencentes ao grupo EHEC (TOMA et al., 2003; DE MELO TAVARES et al.,
2024), ambos oriundos de carcagas de suinos. A presenca de isolados que possuem esses
dois genes relacionados a isolados EHEC diretamente em carcagas suinas pode

representar um potencial risco a satde dos consumidores, uma vez que se trata de patotipo
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relacionado a afecc¢Bes graves como a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU). Estudos
mostraram associacao em especial de stx-2 e eae como indicadores de isolados fortemente
relacionados a doenca em humanos, sugerindo uma acéo sinérgica entre os dois genes
(BOERLIN et al., 1999), e indicando a importancia da pesquisa da presenca desses genes,
especialmente quando presentes no mesmo isolado, para fornecimento de dados
epidemioldgicos para tomadas de decisdo relacionadas a sadde publica.

A presenca do gene hlyA foi detectada em isolados oriundos de carcagas de suinos
(em 07 dos 08 isolados), em ambientes de abatedouros de suinos (02 dos 08 isolados),
alimento de origem animal (linguica suina) e ambiente de abatedouro de aves (01 dos 05
isolados). O gene hlyA, responsavel pela codificacdo da hemolisina A, é um fator de
viruléncia comumente detectado em isolados relacionados a estirpes patogénicas extra-
intestinais de E. coli (exPEC), potencialmente causadoras de meningite, pneumonia e
infeccdes do trato urinario (MENCK-COSTA et al., 2023). Sua detec¢do em carcacas
suinas e alimento de origem animal é de especial importancia, considerando a potencial
exposi¢do do consumidor a esse microrganismo.

O gene saa, responsavel pela codificacdo de uma proteina de membrana com
propriedades de adesina aglutinativa (PATON et al., 2001), foi detectado em 13 dos 31
isolados de E. coli analisados, estando associado a amostras de ambientes em 12 dos 13
isolados. A presenca de Saa esta associada a maior capacidade de adesdo celular,
contribuindo com a patogénese em humanos, tendo sido descrita inicialmente a partir de
amostras patogénicas de STEC (PATON et al., 2001). Em 02 dos 04 isolados que
apresentaram o gene saa, houve também a deteccdo do gene eae (37EC e 83EC). Esse
achado difere de outros estudos, onde os isolados comumente ndo possuem os dois genes
associados (PATON et al., 2001; ALONSO et al., 2017; LEE et al., 2017). O resultado

apresentado no presente estudo, porém, corrobora com os resultados apresentados por
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FREITAS FILHO e colaboradores (2014), que detectaram a presenca concomitante dos
genes eae e saa em dois isolados O157:H7 oriundos de bovinos leiteiros na regido Centro-
oeste do Brasil. A presenca de ambos 0s genes em um mesmo isolado pode indicar um
maior potencial patogénico dos mesmos e demonstra a capacidade de disseminacao de
genes de viruléncia entre isolados de E. coli através dos mecanismos de transferéncia
genética horizontal, o que pode fazer com que esses isolados funcionem como
reservatorios de genes de viruléncia dentro da cadeia de producao de alimentos de origem
animal.

Foram detectados genes relacionados ao receptor de intimina (tir-«, tir-4 e tir-y)
em 04 dos 31 isolados analisados no presente estudo. Todos foram detectados em
amostras oriundas de ambientes de abatedouros frigorificos, sendo 02 isolados oriundos
de ambientes de abatedouros de bovinos (138EC e 139EC), 01 isolado oriundo de
abatedouro de aves (37EC) e 01 isolado oriundo de abatedouro de suinos (122EC). O
receptor de intimina translocado (tir) é a primeira proteina efetora translocada para dentro
da célula hospedeira ap6s a acdo do sistema de secrecdo do tipo Ill, permitindo o
desenvolvimento das lesdes A/E caracteristicas de EPEC. O isolado EPEC 37EC foi um
dos isolados nos quais foi detectado o gene tir-f, o que indica um potencial patogénico
do isolado em questdo. Os outros 03 isolados que apresentaram 0s genes relacionados a
tir ndo foram classificados como EPEC. Mesmo assim, sua presenga em isolados oriundos
de fontes de ambientes de abatedouros-frigorificos indicam a circulacdo do gene que,
através dos mecanismos de transmissdo horizontal de genes, pode ser disseminado para
isolados que podem passar a apresentar riscos para a salde da populacao.

N&o foram detectados os genes O111, 0113 e O157, relacionados a alguns dos
principais sorotipos predominantes de STEC em casos de doencas em humanos

(DENAMUR et al., 2021). Estima-se que exista mais de 470 sorotipos capazes de

56



produzir shiga-toxina, e mais de 100 sorotipos podem ser capazes de levar a quadros de
doencas em humanos (WHO, 2018). Considerando essa variabilidade decorrente da
ampla capacidade de transferéncia horizontal de genes entre esses microrganismos, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) concluiu que, apesar de util para fornecer dados
epidemioldgicos relacionados a investigacdo de surtos e vigilancia em prevaléncia de
sorotipos, a deteccdo de sorotipos especificos ndo pode ser utilizada para predizer o perfil
de viruléncia de cepas (WHO, 2018), sendo mais importante a deteccdo de fatores de
viruléncia relacionados a producdo de stx e fatores de aderéncia (genes stx. eae, saa)
(WHO, 2018). Desse modo, a deteccdo de isolados STEC no presente estudo apresenta
um potencial risco para a populacdo, mesmo que ndo tenham sido detectados genes

relacionados aos sorotipos pesquisados.

6.3. Deteccdo de gendtipos por RAPD dos isolados de Escherichia coli

Foram detectados 29 padrGes RAPD distintos na analise de variabilidade genética
dos 31 isolados de E. coli realizada atraves do PCR RAPD com a utilizagdo do primer
M13, divididos em 07 clusteres, contendo entre 03 e 06 isolados cada. Todos os isolados
foram submetidos a PCR em pelo menos 03 experimentos independentes para
confirmacdo dos padrdes detectados. O resultado do dendrograma construido pelo
método UPGMA para os 31 isolados de E. coli esta apresentado na Figura 2. Foram
considerados clones os isolados cujo indice de homologia foi de pelo menos 95%
(NDEGWA et al., 2022). Os padrdes RAPD detectados neste estudo apresentaram entre
02 e 09 bandas, com pesos moleculares entre 350 e 2100 pares de base (pb). O cluster |
apresentou 90% de homologia, com 03 isolados oriundos de ambientes de abatedouros

frigorificos de aves e de suinos, sendo que os 02 isolados oriundos de abatedouros de
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suinos foram considerados clones (125EC e 130EC). O cluster Il agregou isolados
oriundos de carcaca de suinos (01 isolado), ambientes de abatedouros de suinos (03
isolados) e ambiente de abatedouro de bovinos (01 isolado). O cluster Il apresentou
isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves (02 isolados) e ambientes de
abatedouros de bovinos (04 isolados). O cluster 04 agregou 04 isolados oriundos de
carcacas de suinos, dentre os quais 02 (88EC e 91EC) apresentaram 100% de homologia,
sendo o unico cluster que apresentou isolados oriundos da mesma origem. O cluster V
apresentou 04 isolados oriundos de ambiente de abatedouro de suinos, alimento de origem
animal (queijo minas tipo padrdo), ambiente de abatedouro de aves e ambiente de
abatedouro de bovinos. O cluster VI apresentou 04 isolados, oriundos de ambientes de
abatedouros de suinos, ambientes de abatedouros de aves, carcaca de suinos e ambiente
de abatedouro de bovinos. Por fim, o cluster VII apresentou 05 isolados, oriundos de
alimento de origem animal (linguica suina), carcaca de suinos (02 isolados) e ambientes
de abatedouros de suinos (02 isolados) (Figura 2).

Os isolados do cluster | 125EC e 130EC, que apresentaram 100% de homologia,
foram oriundos de um mesmo abatedouro-frigorifico de suinos localizado no Distrito
Federal. O isolado 125EC foi obtido a partir de amostra oriunda de swab oriundo de
amostra de faca de sangria, enquanto o isolado 130EC foi oriundo de amostra coletada a
partir de swab de parede da area suja (Quadro 1). A deteccdo de um mesmo padrdo RAPD
em amostras oriundas de diferentes pontos dentro do abatedouro de suinos analisado
sugere disseminacdo dessa mesma cepa dentro do abatedouro-frigorifico em questéo, o
que pode representar falhas nas préticas de higienizacdo, apesar dos mesmos se
encontrarem na mesma area suja. Os isolados 88EC e 91EC, por sua vez, foram oriundos
de duas partes diferentes coletadas na mesma carcaga suina, sugerindo uma fonte de

contaminag¢do comum. O padréo de genes de viruléncia detectados nos isolados homdlo-
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Figura 2- Dendograma construido pelo método UPGMA com coeficiente de DICE a
1,5% dos padrées RAPD dos 31 isolados de Escherichia coli analisados.
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-gos 125EC e 130EC foi 0 mesmo (gene stx-1, Tabela 1). Para os isolados 88EC e 91EC,
0 padrdo foi o mesmo para dois genes detectados (stx-2 e hlyA), mas o isolado 91EC
apresentou também o gene stx-1, evidenciando a ocorréncia de transferéncias genéticas
entre 0s microrganismos presentes no ambiente analisado, levando estirpes a adquirir
diferentes marcadores de viruléncia, potencialmente aumentando 0s riscos a saude
publica.

O RAPD é uma metodologia baseada na PCR amplamente utilizada e consolidada
na literatura, que possui como pontos positivos sua reprodutibilidade, menor custo e
facilidade de execucdo quando comparada com técnicas mais sensiveis, porém menos
acessiveis em termos de custos, estrutura, tempo e dificuldade de execucao técnica como
a Eletroforese de Gel em Campo Pulsado (PFGE) ou o Sequenciamento de Genoma
Completo (WGS) (ROSSETTI; GIRAFFA, 2005; MARIALOUIS; SANTHANAM,
2016; NDEGWA et al., 2022; STEFANSKA et al., 2022), mostrando-se uma ferramenta
alternativa na busca de resultados relacionados a origem de contaminacGes ou
disseminacéo de patotipos em alimentos e principalmente em ambientes de producao de
alimentos de origem animal. Os resultados do RAPD apresentados mostram uma ampla
variabilidade genética de E. coli nas fontes analisadas. Com excecdo do cluster 1V, no
qual todos os isolados foram oriundos de carcaca suina, com um indice de similaridade
de aproximadamente 65% entre si, todos os outros clusteres apresentaram isolados
oriundos de diferentes origens. Os clusteres V e VI, especialmente, agregaram isolados
oriundos de 04 das 05 fontes analisadas no presente estudo, indicando a disseminagéo de
genotipos variados na regido de obtencdo dos isolados analisados. O cluster VII
caracterizou-se por agregar isolados de fontes relacionadas a ambientes e alimentos

associados a producdo de carne suina, com indice de similaridade de quase 70% entre si,
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indicando a disseminacdo de isolados filogeneticamente semelhantes na cadeia de
producdo de carne suina.

Né&o foram observados padrdes de similaridade relacionados a presenca de genes
de viruléncia analisados no presente estudo. Todos os clusteres continham isolados
STEC. Os isolados EPEC 37EC e 116EC foram agregados nos clusteres | e VII
respectivamente, e os isolados EHEC 83EC e 67EC foram agregados nos clusteres IV e
VII respectivamente, indicando a alta variabilidade genética observada nos isolados
analisados.

A técnica de genotipagem através do RAPD utilizada mostrou-se eficaz na
avaliacdo da variabilidade e similaridade genéticas objetivadas no presente estudo,
permitindo a determinacdo de padrées RAPD a partir do uso da sonda M13 em todos 0s
31 isolados de E. coli. Esses resultados demonstraram que ha grande variabilidade
genética entre isolados de E. coli oriundos de ambientes de abatedouros-frigorificos de
aves, bovinos e suinos, de carcacas suinas e de alimentos de origem animal presentes na
regido do Distrito Federal e Entorno. Os resultados também sugerem a disseminacéo de
um mesmo padrdo RAPD dentro de um abatedouro-frigorifico suino, com a detec¢do do
mesmo padrdo RAPD em isolados oriundos de faca de sangria e parede de area suja. Esses
resultados demonstram a variabilidade genética dos isolados de E. coli circulantes na
regido do Distrito Federal entre os anos de 2018 e 2023, e fornece dados para auxiliar as
industrias na determinacdo de possiveis pontos de contaminacdo dentro da cadeia de
producdo, permitindo tomadas de decisdo que visem a mitigagcdo dos riscos aos quais a

populacdo consumidora podera estar exposta.

6.4. Deteccao de sorotipos de Listeria monocytogenes
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Foram detectados no isolado de L. monocytogenes os genes OFR 2819 e
OFR2110, sendo o mesmo classificado como pertencente ao grupo Ill, 4b, 4d ou 4e
(DOUMITH et al. 2004). Os resultados de deteccdo do sorotipo 4b, 4d ou 4e sdo similares
com os resultados detectados por estudos que determinaram sorotipos de L.
monocytogenes oriundos de outras fontes relacionadas a cadeia de producéo de alimentos
de origem animal, como a deteccdo de maior ocorréncia do sorotipo 4 (4b, 4d ou 4e) em
isolados oriundos de carne bovina no Mato Grosso descrita por TEIXEIRA et al. (2019),
e a deteccdo de isolados pertencentes ao sorotipo 4b em fontes de diferentes pontos na
cadeia de producdo suina no Brasil descrita por SERENO et al. (2019). Na regido do
Distrito Federal, o resultado da deteccédo de isolado pertencente ao sorotipo 4 apresentado
no presente estudo corrobora os achados de PALMA et al. (2016), que detectaram
isolados de L. monocytogenes pertencentes ao sorotipo 4b em amostras oriundas de carnes
bovinas, e MEDEIROS et al. (2021), que detectaram isolados de L. monocytogenes
pertencentes ao sorotipo 4b em amostras oriundas de carnes bovinas e salsichas do tipo
hot dog. A deteccdo dos sorotipos 4d e 4e é infrequente tanto em amostras de alimentos
guanto em casos de listeriose humana (DOUMITH et al., 2004), e o sorotipo 4b € um dos
sorotipos mais frequentemente associados a listeriose humana (PONTELLO et al., 2012;
LOPES-LUZ et al., 2021). Por este motivo, a detec¢cdo de isolado de L. monocytogenes
em alimento de origem animal potencialmente pertencente ao sorotipo 4b é importante
para a salde publica, uma vez que pode significar potencial risco para a populagdo, ao

entrar em contato com microrganismos pertencentes a esse sorotipo.

6.5. Antibiograma, detec¢do de genes de resisténcia antimicrobiana e producéo de

p-lactamases de Amplo Espectro dos isolados de Escherichia coli
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Foi detectada resisténcia antimicrobiana (RA) fenotipica a pelo menos uma de 13
bases farmacologicas antimicrobianas testadas em 29 dos 31 isolados de E. coli
analisados no presente estudo. Foi observada resisténcia a todos os 13 antimicrobianos
testados em pelo menos um dos 31 isolados analisados. A maior porcentagem de
resisténcia detectada foi em relacdo a ampicilina, com 74,19% (23/31) dos isolados
apresentando resisténcia a esta base. Para os outros antimicrobianos, foram detectados 22
isolados resistentes as sulfonamidas (70,97%), 21 isolados resistentes a amoxicilina
(67,74%), 20 isolados resistentes a estreptomicina (64,52%),17 isolados resistentes ao
acido nalidixico (54,84%), 16 isolados resistentes a tetraciclina (51,61%), 15 isolados
resistentes a cefazolina (48,39%), 15 isolados resistentes a doxiciclina (48,39%), 12
isolados resistentes ao ciprofloxacino (38,71%), 07 isolados resistentes a cefalexina
(22,58%), 07 isolados resistentes a gentamicina (22,58%) e 03 isolados resistentes a
ceftazidima (9,68%). Os resultados dos antibiogramas para cada isolado de E. coli
encontram-se na Tabela 2.

Com relacdo a pesquisa dos genes relacionados a RA, foram detectados 13 dos 18
genes pesquisados nos 31 isolados de E. coli. O gene mais comumente detectado foi o
ampC, que estava presente em 18 dos 31 isolados (58,06%), seguido pelo gene tet(A),
presente em 11 dos 31 isolados (35,48%), o0 gene mcr-4 em 10 isolados (32,26%), tet(B)
em 07 isolados (22,58%), erm(B) em 05 isolados (16,13%), tet(M) em 03 isolados
(9,68%), cmlA em 03 isolados (9,68%), sull em 03 isolados (9,68%), mcr-3 em 02
isolados (6,45%), tet(C) em 02 isolados (6,45%), catl em 01 isolado (3,23%), blaSHV
em 01 isolado (3,23%) e aac(3)-1 em 01 isolado (3,23%). Os genes mcr-1, mcr-2, ermA,
ermC, e ereA nédo foram detectados em nenhum dos 31 isolados de E. coli analisados

neste estudo. Os genes detectados em cada isolado estdo descritos na Tabela 2.
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A deteccdo fenotipica de producdo de p-lactamases de Amplo Espectro (ESBL)
por disco aproximacdo foi observada em 11 (35,48%) dos 31 isolados de E. coli
analisados no presente estudo. A producdo de ESBL foi detectada em 05 dos 07 isolados
oriundos de ambiente de abatedouros de bovinos, em 02 dos 05 isolados oriundos de
ambiente de abatedouros de aves, em 02 dos 08 isolados oriundos de carcacas suinas e 02
dos 09 isolados oriundos de ambiente de abatedouros de suinos. Ndo foi detectado
fenotipo de producdo de ESBL em nenhum dos 02 isolados oriundos de alimentos de
origem animal. Os resultados de deteccdo fenotipica de ESBL dos 31 isolados de E. coli
encontram-se descritos na Tabela 2.

Com relacdo a deteccdo fenotipica de ampC plasmidial induzida por disco
aproximacdo, nenhum dos 31 isolados de E. coli analisados no presente estudo apresentou
fenotipo de producédo dessas enzimas.

Foi detectada multirresisténcia antimicrobiana (MRA) em 26 dos 31 isolados de
E. coli analisados no presente estudo (83,87%). Em 03 dos 07 isolados oriundos de
ambiente de abatedouro de bovinos foi detectada MRA, e em 01 dos 02 isolados oriundos
de alimentos de origem animal foi detectada MRA. Todos os 05 isolados oriundos de
ambiente de abatedouro de aves apresentaram MRA, assim como todos os 08 isolados
oriundos de carcaca suina e os 09 isolados oriundos de ambiente de abatedouros suinos.
Os resultados de deteccdo de MRA nos 31 isolados de E. coli encontram-se descritos na
Tabela 2.

Os resultados observados neste estudo de presenca de RA em isolados de E. coli
oriundos de alimentos e ambientes de producéo de alimentos de origem animal estdo de

acordo com pesquisas que detectaram RA em isolados oriundos de origens semelhantes
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Tabela 2- Resultados do antibiograma por teste de difusdo em disco, pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana, deteccdo de producao de
ESBL e deteccdo de isolados multirresistentes dos 31 isolados de Escherichia coli.

Identificacdo do

Fenotipo de resisténcia antimicrobiana

Genes de Resisténcia

Producéo de

isolado Origem antimicrobiana ESBLs Multirresisténcia
R | S
Ambiente de
abatedouros de SUL NAL CFE CFZ CAZ
3EC bovinos AMP EST CIP - GEN SUL CLO DOX TET mcr-4 sull - +
Ambiente de
abatedouros de NAL CFE CFZ GEN CAZ : . i
>EC bovinos SuL AMOAMPEsT CLO CIP DOX TET mer-4 ampC
Ambiente de
16EC abatbeg\j’i‘;rooss de AMO CFAEMCPFéIiUL CAZ  GENEST NAL CLO DOX TET sull tet(B) ampC * +
Ambiente de
17EC abatedouros de AMO CFZ SUL AMP EST  NAL GEN CEE CLO CIP DOX TET tet(B) * +
bovinos CAZ
Ambiente de
138EC abatedouros de CFz AMO AMP NAL CFE CAZ CIP CLO mcr-3 mcr-4 tet(C) ermB - i
bovinos EST DOX GEN SUL TET ampC
Ambiente de
abatedouros de - NAL CFzZ AMO AMP CFE CIP CLO : i i
139EC bovinos CAZ EST DOX GEN SUL TET mcr-4 tet(A) tet(B) ampC
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140EC

33EC

36EC

37EC

39EC

50EC

67EC

68EC

T4EC

75EC

Ambiente de
abatedouros de
bovinos

Ambiente de
abatedouro de aves

Ambiente de
abatedouro de aves

Ambiente de
abatedouro de aves

Ambiente de
abatedouro de aves

Ambiente de
abatedouro de aves

Carcaca de suinos

Carcaga de suinos

Carcaca de suinos

Carcaga de suinos

SUL

NAL CFZ SUL AMP CIP

AMO CFE CFZ SUL AMP

AMO NAL GEN SUL EST
CIP

AMO CFE CFZ GEN SUL
AMP EST

AMO NAL CFE CFZ SUL
AMP CIP DOX TET

NAL AMO AMP CIP CLO
EST GEN SUL

AMO AMP CLO DOX EST
SUL TET

NAL AMO AMP CLO DOX
EST SUL TET

NAL CIP CLO DOX EST
GEN SUL TET

CIP EST

AMO CAZ
GEN EST

GEN CAZ
EST

CAZ AMP

CAZCIP

GEN CAZ
EST

CFz

NAL CIP

NAL AMO AMP CFE CFZ
CAZ CLO DOX GEN TET

CFE CLO DOX TET

NAL CLO CIP DOX TET

CFE CFZ CLO DOX TET

NAL CLO DOX TET

CLO

CAZ CFE DOX TET

CFE CFZ CAZ GEN

CFZ CAZ CFE CIP GEN

AMO AMP CFE CFZ CAZ

mcr-4 tet(A) ermB ampC

ampC

ampC

ampC

tet(A)

cmlA ampC

mcr-4 tet(A) ermB ampC

Tet(M) ermB cmlA
blaSHV ampC

ermB ampC
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83EC

86EC

88EC

91EC

115EC

116EC

117EC

119EC

122EC

Carcaca de suinos

Carcaca de suinos

Carcaga de suinos

Carcaca de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

AMO AMP CFZ CAZ CLO
DOXEST TET

NAL AMO AMP CIP CLO
DOX EST SUL TET

NAL AMO AMP CLO DOX
EST SUL TET

NAL AMO AMP CLO DOX
EST SUL TET

NAL AMO AMP CFZ CLO
EST TET

NAL AMO AMP CFE CLO
DOX EST TET SUL

AMO AMP CFZ CLO DOX
TET SUL

NAL AMO AMP CFZ CIP
CLO DOX EST GEN TET
SUL

NAL AMO AMP CFZ CIP
CLO DOX EST GEN TET
SUL

NAL CIP

CFz

CFz

EST NAL

CFE GEN SUL

CAZ CFE GEN

CFZ CAZ CFE CIP GEN

CFE CFZ CAZ CIP GEN

CAZ CFE CIP DOX GEN
SUL

CAZ CIP GEN

CAZ CIP CFE GEN

CAZ CFE

CAZ CFE

mcr-4 tet(C) tet(M) ampC

mcr-4 tet(M) ampC
aac(3)-1

ampC

ampC tet(A) sull

tet(A) tet(B) cmlA

mcr-3 tet(A) tet(B)

tet(A) tet(B)
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125EC

130EC

131EC

134EC

136EC

137EC

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Ambiente de
abatedouros de suinos

Alimento de origem
animal

Alimento de origem
animal

CLOEST TET

NAL AMO AMP CLO DOX

AMP CFE CFZ CLO EST

NAL AMO AMP CIP CLO
DOX EST GEN TET SUL

NAL AMO AMP CFZ CIP
CLO DOX EST TET

DOX

CIP EST

CIP EST

SUL

NAL AMO AMP CAZ CFE
CFZ CIP GEN SUL

CFE CFZ CAZ GEN TET
SUL

NAL AMO CAZ CIP DOX
GEN TET SUL

CFZ CAZ CFE

NAL AMO AMP CFE CFZ
CAZ CLO DOX GEN SUL
TET

CFE CAZ GEN

Tet(A)

Tet(A)

catl

ampC tet(B)

mcr-4 tet(A) ampC

mcr-4

R = resistente; | = resisténcia intermediaria; S = sensivel
*- isolados produtores de ESBL
+ - isolados que apresentam multirresisténcia antimicrobiana
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(LIMA et al., 2017; SAMPAIO et al., 2024). Neste estudo, a RA as quinolonas foi
analisada por meio do &cido nalidixico (NAL) e ciprofloxacino (CIP). Apenas 05 dos 31
isolados de E. coli ndo apresentaram resisténcia ou sensibilidade intermediaria a essa
classe de antimicrobiano. Corroborando com os resultados observados neste estudo,
SOUSA et al. (2024) detectaram em uma meta-analise a resisténcia ao acido nalidixico
em aves como a mais prevalente a nivel global. Verificou-se ainda no presente estudo que
a resisténcia ou sensibilidade intermediaria a esta classe de antimicrobianos esta presente
de forma disseminada nos diferentes ambientes analisados, o que por sua vez pode
restringir o uso desses antimicrobianos como op¢oes terapéuticas, afetando dessa maneira
a saude publica.

A resisténcia a tetraciclinas ndo foi observada em nenhum dos isolados oriundos
de ambientes de abatedouros de bovinos, e em apenas 01 dos 05 isolados oriundos de
ambientes de abatedouros de aves. O resultado de deteccdo em apenas 01 dos isolados
oriundos de abatedouros de aves difere dos resultados descritos por SOUSA et al. (2024),
que detectaram a resisténcia a tetraciclina como a segunda maior prevaléncia de
resisténcia em isolados oriundos de aves a nivel global. Nos isolados oriundos de
alimentos de origem animal, foi detectada resisténcia fenotipica a tetraciclina em um dos
dois isolados analisados (137EC). Com relacdo aos isolados oriundos de carcacas
de suinos, apenas 01 dos 08 isolados analisados ndo apresentou resisténcia a tetraciclina
e doxiciclina. De modo semelhante, apenas 01 dos 09 isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de suinos ndo apresentou resisténcia a tetraciclina ou a doxiciclina. Esses
resultados estdo de acordo com os resultados apresentados por SAMPAIOQ et al. (2024),
que detectaram resisténcia a tetraciclina em 84,1% dos isolados de E. coli em amostras
oriundas de etapas de processamento de carne suina. Os resultados de resisténcia a essa

classe de antimicrobianos concentrados em amostras de ambientes e carcagas suinas
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sugere uma disseminacéo desse tipo de resisténcia antimicrobiana em suinos, que pode
estar associada ao uso terapéutico dessa classe de antimicrobianos nesses animais na
regido analisada, uma vez que a legislacdo brasileira apenas proibe o uso de tetraciclinas
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho e como conservantes de
alimentos para animais (BRASIL, 2009b).

Apesar de ndo ter sido observada resisténcia fenotipica a tetraciclina ou a
doxiciclina nos 07 isolados oriundos de ambientes de abatedouros bovinos, foram
detectados os genes tet(A) e/ou tet(B) em 05 desses isolados. De modo semelhante, houve
a deteccdo do gene tet(A) em 01 dos 05 isolados oriundos de ambientes de abatedouros
de aves, sem que houvesse a deteccdo de resisténcia fenotipica a esse antimicrobiano no
isolado em questdo. Nos isolados oriundos de carcacas de suinos, 04 dos isolados que
apresentaram resisténcia a tetraciclina ndo apresentaram genes relacionados a resisténcia
a esse antimicrobiano, e em 02 deles detectou-se resisténcia fenotipica a tetraciclina, mas
ndo foram detectados os genes tet(A), tet(B) ou tet(M). Nos isolados oriundos de
alimentos, apesar de ndo ter sido observada resisténcia as tetraclinas testadas, em um dos
02 isolados foi detectado o gene tet(A). Nos isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de suinos, apenas 01 dos 07 isolados resistentes a tetraciclina ndo apresentou
nenhum dos genes relacionados pesquisados neste estudo, e 01 dos isolados que
apresentaram resisténcia fenotipica a esse antimicrobiano ndo apresentou nenhum dos
genes tet pesquisados. Os resultados onde se observou a resisténcia fenotipica sem a
deteccdo concomitante de algum dos genes relacionados a resisténcia a tetraciclinas
pesquisados podem estar relacionados com a possivel presenca de outros genes
responsaveis por conferir resisténcia a essa classe de antimicrobianos que ndo foram
pesquisados nos isolados analisados no presente estudo, como os genes tet(D), tet(E),

tet(G), tet(H), tet(J), tet(Y), tet(Z2), tet(30), tet(K) e tet(X) (AMINOV et al., 2002;
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GROSSMAN, 2016), ou entdo com mutac6es no local de ligacéo ribossomal ou mutacgdes
cromossomais que resultem em elevacdo de expressdo de mecanismos intrinsecos de
resisténcia como expressao de bombas de efluxo (GROSSMAN, 2016). Ja os resultados
de deteccdo de genes relacionados a resisténcia a essa classe de antimicrobianos, sem a
observacao fenotipica de resisténcia no teste de disco difuséo, pode se relacionar a fatores
de alteracdes na regulacdo da expressdo génica, mutacdes nos genes ou alteracdes nos
processos de traducdo, dos quais decorram alteracGes nas proteinas, resultando em
diminuicdo ou perda de funcdo. Os resultados de deteccdo fenotipica e de genes
relacionados a resisténcia as tetraciclinas, especialmente em isolados oriundos de
carcacas suinas e alimentos de origem animal, sdo importantes como indicadores da
circulacdo de genes na cadeia de producdo de alimentos, podendo representar assim um
risco a saude publica.

A resisténcia fenotipica ao cloranfenicol (CLO) foi observada em 100% dos
isolados oriundos de ambientes de abatedouros suinos e de carcacas suinas, e também no
isolado oriundo da linguica suina. Esses resultados sdo similares aos observados em
estudo que avaliou o perfil de RA de E. coli oriundas de fontes pertencentes a cadeia de
producdo de carne suina em S&o Paulo, cuja frequéncia de deteccao foi de 78,3%, segundo
SAMPAIO et al. (2024). O gene catl foi detectado em 01 isolado resistente ao CLO
oriundo de ambiente de abatedouro de suinos (131EC), e o gene cmlA foi detectado em
01 isolado resistente ao CLO oriundo de carcaca suina (68EC), 01 isolado resistente ao
CLO oriundo de ambiente de abatedouro de suinos (117EC), e 01 isolado sensivel ao
CLO oriundo de ambiente de abatedouro de aves (50EC). Os resultados de deteccdo de
resisténcia fenotipica ao CLO com auséncia de detecgdo dos genes catl ou cmlA podem
estar relacionados a presenca de outros genes relacionados a resisténcia aos anfenicois,

ou genes que conferem resisténcia cruzada ao cloranfenicol, como o gene floR,
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relacionado a resisténcia ao florfenicol (SCHWARZ et al., 2004). Nenhum dos isolados
oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos e de aves apresentaram resisténcia ao
cloranfenicol, e o isolado oriundo de linguica suina também apresentou sensibilidade a
esse antimicrobiano. Esses resultados sugerem uma menor circulacdo de genes
relacionados a resisténcia ao CLO nessas cadeias de producdo na regido do Distrito
Federal e Entorno.

Os resultados de sensibilidade ao CLO em todos os isolados oriundos de
ambientes de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves pode estar relacionado com a
proibicdo do uso desse antimicrobiano em animais de producéo pela legislacédo brasileira
em 2003 (BRASIL, 2003). Em contraste, a circulacéo de resisténcia a esse antimicrobiano
em elevadas taxas observada em isolados oriundos da cadeia de producdo de carne suina
indica a persisténcia da circulacdo de isolados resistentes a essa droga. O cloranfenicol é
um antimicrobiano em desuso na medicina humana em funcéo de seus efeitos colaterais
de anemia aplastica e supressdo medular, podendo ser observados mesmo em doses
baixas (SCHWARZ et al., 2004). Por este motivo, o Codex Alimentarius sugere medidas
para que se previna a presenca desse antimicrobiano em alimentos com a proibicdo da
utilizacdo dessa droga em animais de producdo (FAO/WHO, 2023). Na legislacdo
brasileira, 0 CLO € listado como insumo farmacéutico ativo com limite maximo de
residuos ndo recomendado. O florfenicol, por sua vez, possui limites maximos de residuos
descritos para diferentes categorias de produtos de origem animal (BRASIL, 2019). E
possivel que a resisténcia ao cloranfenicol observada em isolados oriundos de fontes
relacionadas a cadeia de producdo de carne suina esteja relacionada com resisténcia
cruzada ao florfenicol, que pode ser utilizado na producdo animal. Um estudo utilizando
transconjugacdo demonstrou a capacidade de perpetuacdo do gene cmlA a partir de sua

presenca em plasmideos contendo genes associados a resisténcia a outros
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antimicrobianos, como aminoglicosideos e sulfonamidas, sugerindo que, mesmo na
auséncia de pressdo de selecao diretamente relacionada ao uso do CLO, ha a manutencéo
de gene de resisténcia a esse gene a partir da ligacdo do mesmo com outros genes
relacionados a resisténcia a outros antimicrobianos (BISCHOFF et al., 2005). Porém, no
presente estudo, poucos foram os isolados que apresentaram o gene cmlA, indicando que
a alta ocorréncia de isolados resistentes a esse antimicrobiano esta provavelmente
associado a resisténcia cruzada pelo uso do florfenicol. Apesar da mitigacdo dos riscos
aos consumidores decorrente da proibicdo do uso do cloranfenicol em animais de
producdo, a deteccdo de resisténcia a esse antimicrobiano e a deteccdo de genes
relacionados a essa resisténcia fornecem dados para a avaliacao da eficacia dos protocolos
instituidos pelas autoridades, e denota a necessidade de enfoque na cadeia de producéo
suina na regido do Distrito federal e Entorno. E importante considerar o papel da E. coli
dentro do ambiente de producdo de alimentos de origem animal como um reservatério
para genes de RA, contribuindo para a disseminacdo de microrganismos resistentes que
representam riscos para a saude publica.

A segunda RA mais frequentemente detectada nos 31 isolados de E. coli
analisados no presente estudo foi a resisténcia as sulfonamidas (SUL), observada em 22
dos 31 isolados analisados. Todos os isolados oriundos de ambientes de abatedouros
frigorificos de aves apresentaram resisténcia a esse antimicrobiano. Com relacdo aos
isolados oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos, 05 dos 07 isolados
apresentaram resisténcia a SUL, e com relagdo aos isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de suinos, 05 dos 09 isolados apresentaram resisténcia a esse antimicrobiano.
Os isolados oriundos de carcagas suinas apresentaram resisténcia & SUL em 07 dos 08
isolados oriundos dessa fonte. Nenhum dos dois isolados oriundos de alimentos de origem

animal apresentou resisténcia a SUL, mas um dos isolados apresentou sensibilidade
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intermediaria a0 mesmo. Apesar da alta taxa de deteccdo de resisténcia a SUL nos
isolados analisados, apenas 02 isolados resistentes a essa droga, oriundos de ambientes
de abatedouros bovinos, apresentaram o gene sull (3EC e 16EC). Em 01 isolado oriundo
de abatedouro frigorifico de suinos foi detectado o gene sull (115EC), porém esse isolado
ndo apresentou o fenotipo de resisténcia. Esse resultado pode estar associado a mutacoes
no gene ou alteracdes no mecanismo de traducgédo que inviabilizem a producédo da enzima
sul associada a esse gene. Com relacéo aos isolados que apresentaram resisténcia a SUL
sem apresentar o gene sull, outros genes associados a resisténcia as sulfonamidas que
ndo foram pesquisados podem estar presentes, tais como sul2, sul3 e folP
(VENKATESAN et al., 2023). As sulfonamidas foram os primeiros componentes
sintéticos a serem utilizados como antimicrobianos, e possuem ampla utilizacdo na
medicina humana e veterinaria (VENKATESAN et al., 2023). Desse modo, os resultados
de resisténcia a esse antimicrobiano observados no presente estudo representam uma
preocupacado para a saude publica, uma vez que a ocorréncia de resisténcia a essa droga
compromete sua utilizacdo na terapéutica humana e animal.

A resisténcia fenotipica a antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos foi avaliada
a partir da analise de resisténcia a gentamicina (GEN) e a estreptomicina (EST). Néo foi
observada resisténcia @ GEN nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de
bovinos, e apenas 02 isolados apresentaram sensibilidade intermediaria a essa droga
(16EC e 17EC). Também ndo foi observada resisténcia a GEN nos 02 isolados oriundos
de alimentos de origem animal. Nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de
aves, foi detectada resisténcia fenotipica a GEN em 02 isolados (37EC e 39EC), e
sensibilidade intermediaria nos outros 03 isolados. Nos isolados oriundos de carcacas
suinas, foi detectada resisténcia a esse antimicrobiano em 02 dos 08 isolados (67EC e

75EC). Nos isolados oriundos de ambiente de abatedouros de suinos, foi detectada
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resisténcia fenotipica em 03 dos 09 isolados (119EC, 122EC e 134EC). Com relacéo a
EST, foi detectada resisténcia fenotipica em 02 isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de bovinos (3EC e 17EC), e outros 04 isolados apresentaram sensibilidade
intermediaria a esse antimicrobiano (16EC, 138EC, 139EC e 140EC). Nos isolados
oriundos de ambientes de abatedouros de aves, 02 isolados apresentaram resisténcia
fenotipica a EST (37EC e 39EC) e os outros 03 isolados apresentaram sensibilidade
intermediaria a esse antimicrobiano. Com relacdo aos isolados oriundos de carcacas
suinas, todos os isolados apresentaram resisténcia a EST. Nos isolados oriundos de
ambientes de abatedouros de suinos, 07 dos 09 isolados apresentaram resisténcia a esse
antimicrobiano, e os outros 02 isolados apresentaram sensibilidade intermediaria ao
mesmo (117EC e 130EC). Com relacdo aos isolados oriundos de alimentos de origem
animal, o isolado oriundo de amostra de linguica suina (137EC) apresentou resisténcia a
EST, enquanto o isolado oriundo de queijo minas tipo padrdo apresentou sensibilidade a
esse antimicrobiano.

Os resultados de auséncia de resisténcia fenotipica a GEN e ocorréncia de
resisténcia fenotipica e sensibilidade intermediaria a EST nos isolados oriundos de
ambientes de abatedouros bovinos corroboram com os verificados por SANTOS et al.
(2018), que detectaram resisténcia e sensibilidade intermediaria a EST em amostras
oriundas de carcacas e carnes bovinas coletadas em abatedouro-frigorifico de bovinos na
regido Centro-Oeste do pais, no Estado do Mato Grosso. Nenhum dos isolados oriundos
de ambientes de abatedouros de aves foi totalmente susceptivel aos dois aminoglicosideos
testados, tendo todos os 05 isolados oriundos dessa fonte apresentado ao menos
sensibilidade intermediaria a pelo menos uma das suas bases de aminoglicosideos
testadas, e 02 dos 05 isolados de ambientes de abatedouros de aves apresentaram

resisténcia a duas moléculas de aminoglicosideos testadas (37EC e 39EC). Esses
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resultados estdo de acordo com os resultados apresentados por ROTH e colaboradores
(2019), que verificaram em uma revisao de literatura taxas médias de resisténcia a GEN
de 27% e a EST de 79% em E. coli no Brasil, demonstrando alta disseminagdo de
resisténcia a essa classe de antimicrobianos na cadeia de producéo de aves.

Os isolados oriundos de fontes relacionadas a ambientes de abatedouros de suinos
e carcacas suinas foram os que apresentaram resisténcia a EST mais frequentemente, com
todos os 08 isolados oriundos de carcaca suina sendo classificados como resistentes, e 07
dos 09 isolados oriundos de ambientes de abatedouros suinos apresentando resisténcia a
esse antimicrobiano. Também foi detectada resisténcia @ EST no isolado oriundo de
amostra de linguica suina (137EC). Esses resultados sugerem a ampla circulacdo de
estirpes resistentes a esse antimicrobiano na cadeia de producdo suina, o que pode estar
relacionado ao uso dessa droga na cadeia de producdo destes animais.

Com relacdo a GEN, apenas 02 dos 08 isolados oriundos de carcacas suinas e 03
dos 09 isolados oriundos de ambientes de abatedouros suinos apresentaram resisténcia a
esse antimicrobiano. A deteccdo de resisténcia a GEN em E. coli oriundas de fontes
relacionadas a cadeia de producdo de carne suina foi descrita por outros autores em
estudos realizados em outras regides no Brasil (BRISOLA et al., 2019; SAMPAIO et al.,
2024). O gene aac(3)-1, relacionado a resisténcia antimicrobiana a GEN, foi detectado
em apenas 01 isolado, oriundo de carcaca de suino (86EC). Porém, esse isolado ndo
apresentou resisténcia fenotipica a GEN. Esse resultado pode estar relacionado a
mutacdes no gene ou alteracBes nos mecanismos de expressao génica dos quais decorram
a ndo ativacdo ou a expressdo de proteina ndo funcional, levando a ndo deteccdo
fenotipica de resisténcia a esse antimicrobiano.

Aminoglicosideos sdo antimicrobianos que tem sido utilizados novamente na clinica

médica como opgdes de tratamento para infeccOes resistentes a [-lactdmicos e
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fluoroquinolonas (WACHINO; DOI; ARAKAWA, 2020). Os resultados descritos no
presente estudo denotam a ocorréncia de resisténcia a essa classe de antimicrobianos em
isolados de E. coli, especialmente com relagdo a ocorréncia de RA a EST em isolados
oriundos de carcacas suinas, 0 que pode representar um risco a saude publica em funcgéo
do papel da E. coli como reservatorio de genes de RA em ambientes de producdo de
alimentos de origem animal.

A avaliacdo da RA relacionada a colistina foi realizada através da pesquisa de genes
relacionados a resisténcia a esse antimicrobiano. O gene relacionado a resisténcia a
colistina mais comumente detectado foi o0 gene mcr-4, presente em 10 dos 31 isolados de
E. coli analisados, dos quais 05 foram oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos,
03 foram oriundos de carcacas suinas e 02 foram oriundos de alimentos de origem animal
(Tabela 2). O gene mcr-3 foi detectado em isolados oriundos de ambiente de abatedouro
de bovinos (138EC) e ambiente de abatedouro de suinos (119EC). Os genes mcr-1 e mcr-
2 ndo foram detectados em nenhum dos 31 isolados analisados. Os isolados oriundos de
ambientes de abatedouros de aves ndo apresentaram nenhum dos genes relacionados a
resisténcia a colistina pesquisados no presente estudo. A colistina € um antimicrobiano
considerado como ultimo recurso para tratamento de infeccbes causadas por
microrganismos multirresistentes (CLSI, 2025). O Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ndo preconiza a deteccdo fenotipica de RA a colistina pelo uso do teste
de disco aproximacdo, mas sim pelo método de inibicdo minima (MIC). Apesar de ndo
ter sido realizada a deteccdo fenotipica de resisténcia a esse antimicrobiano no presente
estudo, a deteccdo de genes relacionados a resisténcia ao mesmo nas fontes analisadas,
em especial em maior concentragdo nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros
bovinos e nos isolados oriundos de alimentos prontos para consumo, denota a circulagao

desses genes nestes ambientes e alimentos de origem animal, servindo de reservatério e
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potencialmente disseminador de resisténcia a essa importante droga de Ultimo recurso na
terapéutica médica humana. A legislacéo brasileira proibe a utilizagdo da colistina como
aditivo zootécnico melhorador de desempenho desde 2016 (BRASIL, 2016), mas sua
utilizacdo terapéutica em animais de producao é permitida. Os resultados de deteccao de
genes de RA a colistina detectados no presente estudo podem indicar a necessidade de
vigilancia no uso de antimicrobianos na cadeia de producdo de alimentos de origem
animal, visando a protecdo e a mitigacdo dos riscos a satde publica.

O gene ermB, relacionado a RA a eritromicina, foi detectado em isolados oriundos
de ambientes de abatedouros de bovinos (138EC e 140EC) e de carcacas de suinos (67EC,
68EC e 75EC). Nao foi detectado nenhum dos outros genes relacionados a resisténcia a
macrolideos testados no presente estudo (ermA, ermC e ereA). Bactérias gram-negativas
como E. coli sdo intrinsecamente resistentes aos macrolideos em funcdo da baixa
permeabilidade de sua membrana externa a essa classe de antimicrobianos, impedindo
sua entrada na célula bacteriana (MA et al., 2024). Porém, a deteccdo de genes
relacionados a RA a macrolideos como o ermB presente em 05 dos isolados analisados
no presente estudo é importante em funcdo do papel da E. coli como reservatorio de genes
de RA que, a partir de mecanismos de transferéncia horizontal de genes, pode levar a
disseminacdo dos mesmos a outros microrganismos presentes nos ambientes analisados,
levando a riscos para a saude publica.

A RA para drogas da classe dos B-lactdmicos foi analisada a partir do teste de
resisténcia em disco difusdo de duas aminopenicilinas (amoxicilina (AMO) e ampicilina
(AMP)), e por duas cefalosporinas de primeira geracdo (cefalexina (CFE) e cefazolina
(CFZ)) e uma cefalosporina de terceira geracdo (ceftazidima (CAZ)). Com relagdo a
AMO, foram detectados 02 isolados oriundos de ambientes de abatedouros bovinos

resistentes a esse antimicrobiano (16EC e 17EC), e 02 isolados apresentaram
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sensibilidade intermediaria (SEC e 138EC). Nos isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de aves, 04 dos 05 isolados apresentaram resisténcia a esse antimicrobiano,
e 01 isolado apresentou sensibilidade intermediaria a0 mesmo (33EC). Nos isolados
oriundos de carcacas de suinos, foi detectada resisténcia fenotipica a AMO em 07 dos 08
isolados (Tabela 2). Nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de suinos, 07 dos
09 isolados apresentaram resisténcia fenotipica a esse antimicrobiano (Tabela 2). Nos
isolados oriundos de alimentos de origem animal, foi observada resisténcia a AMO no
isolado oriundo de amostra de linguica suina (137EC). Com relacdo a AMP, 03 dos 07
isolados oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos apresentaram resisténcia
fenotipica a esse antimicrobiano (3EC, 16EC e 17EC). Nos isolados oriundos de
ambientes de abatedouros de aves, 04 dos 05 isolados apresentaram resisténcia a AMP, e
01 isolado (37EC) apresentou sensibilidade intermediaria a mesma. Com relacdo aos
isolados oriundos de carcacas suinas, os resultados foram os mesmos que 0s observados
para AMO, com os mesmos 07 dos 08 isolados apresentando resisténcia fenotipica a esse
antimicrobiano (Tabela 2). Com relacdo aos isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de suinos, 08 dos 09 isolados apresentaram resisténcia fenotipica a AMP
(Tabela 2). Nos isolados oriundos de alimentos de origem animal, foi detectada
resisténcia a AMP no isolado oriundo de amostra de linguica suina (137EC).

Os resultados de deteccdo de AMO e AMP em isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de bovinos diferem dos resultados descritos por SANTOS et al. (2018), que
detectaram sensibilidade a ampicilina em 100% dos isolados de E. coli oriundos de
amostras coletadas ao longo da cadeia de producdo de carne bovina em um abatedouro-
frigorifico localizado no Mato Grosso, indicando maior circulacdo de resisténcia a

aminopenicilinas na regido do Distrito Federal analisada no presente estudo.
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Com relacdo aos isolados oriundos de ambientes de abatedouros frigorificos de aves,
03 dos 05 isolados apresentaram resisténcia fenotipica concomitante a AMO e a AMP
(36EC, 39EC e 50EC). Os outros dois isolados apresentaram resisténcia a AMP e
sensibilidade intermediaria a AMO (33EC) e resisténcia a AMO e sensibilidade
intermediaria a AMP (37EC) (Tabela 2). Esses resultados observados em isolados
oriundos da cadeia de producdo de aves corroboram com os dados apresentados por
SOUSA et al. (2024) que apontaram a resisténcia a ampicilina como a terceira resisténcia
mais prevalente a nivel global em isolados oriundos de aves, indicando ampla circulacao
de E. coli resistentes a esse antimicrobiano na cadeia de producéo de aves.

Os resultados de resisténcia fenotipica a AMO e AMP observados em isolados
oriundos de amostras relacionadas a cadeia de producdo de alimentos de origem suina
demonstraram alta ocorréncia de resisténcia a esses antimicrobianos, em que a maioria
dos isolados oriundos de carcacas suinas e ambientes de abatedouros de suinos, além da
amostra oriunda de linguica suina, apresentaram resisténcia fenotipica a esses
antimicrobianos (Tabela 2). Esses resultados estdo de acordo com os estudos que
detectaram alta taxa de resisténcia @ AMO em isolados oriundos de amostras da cadeia
de producdo de carne suina em Sdo Paulo (SAMPAIO et al., 2024), sugerindo ampla
disseminacdo de resisténcia a esse antimicrobiano na cadeia de producdo suina, o que
pode representar riscos a saude publica.

Com relacdo a deteccdo de resisténcia fenotipica as cefalosporinas testadas no
presente estudo, foi detectada resisténcia em maior frequéncia com relacdo as
cefalosporinas de primeira geragdo quando comparadas com a cefalosporina de terceira
geracdo. Nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros bovinos, foram detectados
fenotipos de resisténcia a CFE em 02 dos 07 isolados oriundos dessa fonte (3EC e 16EC).

Com relagdo a CFZ, foram detectados 04 isolados resistentes a esse antimicrobiano,
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oriundos dessa fonte (3EC, 16EC, 17EC e 138EC), e 01 isolado apresentou sensibilidade
intermediaria a esse antimicrobiano (139EC). A resisténcia fenotipica a CAZ em isolados
oriundos dessa fonte foi observada em 02 isolados (3EC e 16EC) e sensibilidade
intermediaria em outros 2 isolados oriundos dessa fonte (17EC e 139EC). O isolado 3EC,
oriundo de ambiente de abatedouros de bovinos, apresentou resisténcia fenotipica as trés
cefalosporinas testadas (Tabela 2). Nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros
de aves, foi detectada resisténcia a CFE e CFZ em 03 isolados (36EC, 39EC e 50EC), e
resisténcia a CFZ em 01 isolado (33EC). Nao foi detectado fendtipo de resisténciaa CAZ
nos isolados oriundos de abatedouros de aves, porém, todos os 05 isolados oriundos dessa
fonte apresentaram sensibilidade intermediaria a essa cefalosporina. Nos isolados
oriundos de carcacas suinas, apenas 01 isolado apresentou resisténcia fenotipicaa CFZ e
CAZ (83EC). Nos isolados oriundos de ambiente de abatedouros de suinos, 01 dos
isolados apresentou resisténcia a CFE e CFZ (131EC), outros 03 apresentaram resisténcia
a CFZ (115EC, 117EC e 119EC), e 01 isolado apresentou resisténcia a CFE (116EC).
Né&o foi detectada resisténcia a CAZ nos isolados oriundos dessa fonte. Com relacdo aos
isolados oriundos de alimentos de origem animal, foi detectada resisténcia a CFZ no
isolado 137EC, oriundo de amostra de linguica suina. Os resultados de deteccdo de RA
em isolados de todas as fontes analisadas no presente estudo, ainda que em menor
frequéncia quando comparadas com outros antimicrobianos testados como tetraciclinas,
sulfonamidas e aminopenicilinas, representam riscos a saude da populacdo, uma vez que
sdo antimicrobianos de ampla utilizacdo na terapéutica humana e animal (HORNISH;
KATARSKI, 2005; DUAN et al., 2021). Especial atencdo deve ser dada a deteccdo de
resisténcia @ CAZ em 02 isolados de E. coli oriundos de ambiente de abatedouro de
bovinos (3EC e 16EC) e 01 isolado oriundo de carcaga de suino (83EC). Trata-se de uma

droga de especial atengdo, que esta listada como prioridade para vigilancia em RA em
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isolados de E. coli pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2022a). Os resultados
encontrados no presente estudo evidenciam a necessidade de vigilancia sobre as praticas
de uso de antimicrobianos da classe dos PB-lactimicos como aminopenicilinas e
cefalosporinas na cadeia de producéo de alimentos de origem animal na regido do Distrito
Federal e Entorno.

Os resultados de fenotipo de RA e deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana
nos isolados analisados no presente estudo apresentaram padrGes amplamente
heterogéneos de resisténcia antimicrobiana fenotipica e de presenca de genes de
resisténcia. Os isolados 88EC e 91EC, cujo resultado de homologia pelo RAPD foi de
100%, apresentaram o0 mesmo padrao fenotipico de resisténcia antimicrobiana, porém, no
isolado 91EC, foi detectado o gene ampC, o que ndo ocorreu no isolado 88EC (Tabela 2).
De modo semelhante, os isolados com 100% de homologia entre si 125EC e 130EC
apresentaram perfis de RA bastante distintos, mas 0 mesmo gene de resisténcia (tet(A))
foi detectado em ambos os isolados (Tabela 2). Esses resultados reforcam a ampla
heterogeneidade dos isolados de E. coli presentes nos ambientes de abatedouros de aves,
bovinos e suinos, carcagas suinas e alimentos de origem animal na regido do Distrito
Federal e Entorno, evidenciando as trocas genéticas que ocorrem entre esses
microrganismos e levam a disseminacao de genes de RA na regido, representando riscos
a saude publica.

O gene ampC, associado a producdo de B-lactamase de classe C (ampC), foi
detectado em 18 dos 31 isolados de E. coli analisados, estando associados a fendtipo de
resisténcia a pelo menos um dos 05 B-lactamicos testados em 13 desses isolados (Tabela
2). Em 02 isolados, a presenga do gene estava associada a sensibilidade intermediéria a
algum dos B-lactdmicos testados (5EC e 139EC). Em 03 isolados, 140EC, 75EC e 136EC,

0 gene ampC foi detectado, mas ndo houve detecgdo de fendtipo de resisténcia ou de
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sensibilidade intermediaria a nenhum dos B-lactamicos testados. A deteccdo do gene
ampC em isolados de E. coli oriundos das fontes analisadas no presente estudo indicam
a circulacao desse gene na regido. Bactérias produtoras de ampC possuem maior espectro
de inibi¢do de B-lactamicos do que produtoras de ESBLS, e a expressdo de ampC pode
ser induzida pelo tratamento antimicrobiano, levando a um grande desafio na terapéutica
associado aos problemas associados com o atual quadro da RA no contexto da saude
publica (HARRIS; FERGUSON, 2012). Os resultados de deteccdo de sensibilidade
intermediaria a CAZ em todos os isolados oriundos de ambientes de abatedouros-
frigorificos de aves, nos quais em 04 deles foi detectado o gene ampC, podem representar
riscos a saude publica em funcdo da possibilidade de inducao de resisténcia terapéutica
(HARRIS; FERGUSON, 2012). Nao foi detectada presenca de ampC plasmidial em
nenhum dos isolados de E. coli analisado no presente estudo. A presenca de ampC em
plasmideos facilita a disseminacdo do gene, porém sua deteccdo mesmo que em DNA
ndo plasmidial representa um risco pela possibilidade de disseminacdo do gene por
transducdo ou conjugacdo. Desse modo, a deteccdo desse gene, associado ou ndo ao
fenotipo de RA em isolados de E. coli oriundos de fontes da cadeia de producdo de
alimentos de origem animal, pode representar um risco potencial para a saide publica.
Os resultados de deteccdo de isolados produtores de ESBLs mostraram que a fonte
em que mais frequentemente se detectou isolados capazes de producdo de ESBLSs foi em
isolados oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos, em que 04 dos 07 isolados
foram positivos para esse teste (Tabela 2), sendo que os 04 isolados apresentaram
resisténcia ou sensibilidade intermediaria & pelo menos dois antimicrobianos f-
lactdmicos testados no presente estudo. Nos isolados oriundos de ambientes de
abatedouros de aves, 02 dos 05 isolados apresentaram producgéo de ESBLs (33EC e

50EC), e em ambos foram detectadas resisténcias fenotipicas a aminopenicilinas e

83



cefalosporinas. Com relagcdo aos isolados oriundos de carcacas de suinos, 02 dos 08
isolados apresentaram producéo de ESBLs (68EC e 83EC), ambos apresentando fendtipo
de resisténcia a pelo menos uma das aminopenicilinas e cefalosporinas testadas. O isolado
68EC, oriundo de carcaca de suino, também apresentou o gene blaSHV, relacionado a
producdo de ESBLs. Dos 09 isolados oriundos de ambientes de abatedouros de suinos,
02 apresentaram producédo de ESBLSs no teste por disco aproximacdo (117EC e 119EC),
sendo que ambos apresentaram resisténcia fenotipica a aminopenicilinas e a
cefalosporinas. Os 02 isolados oriundos dos alimentos de origem animal deste estudo ndo
apresentaram producéo de ESBLSs.

Com excecdo do isolado 68EC, em nenhum outro isolado foi detectado o gene
blaSHV, relacionado a producéo de ESBLs. Sdo varios 0s genes relacionados a producao
de ESBLs, que sao divididos em diferentes familias, como os genes TEM, SHV, CTX-
M, dentre outros (CASTANHEIRA et al., 2021). Desse modo, outros genes nao
pesquisados no presente estudo podem estar presentes nos isolados que apresentaram
producdo de ESBLS, mas nos quais o gene blaSHV néo foi detectado.

A pesquisa de producdo de ESBLs e caracterizacdo de isolados de E. coli produtores
de ESBLs é de grande interesse para a salde publica e tem sido feita a partir de diferentes
fontes ao longo dos anos no Brasil (GAZAL et al., 2021; SONCINI et al., 2022; DA
SILVA et al., 2023), evidenciando a importancia da vigilancia da disseminacdo de
isolados produtores de ESBLs em diferentes fontes relacionadas a cadeia de producédo de
alimentos de origem animal, para que sejam obtidos dados que permitam melhores
direcionamentos das politicas publicas e praticas das industrias para mitigacéo dos riscos
inerentes a presenca desses microrganismos na cadeia de producéo.

Apenas 05 dos 31 isolados de E. coli analisados no presente estudo ndo foram

classificados como multirresistentes (MRA) (Tabela 2). Foi observada MRA em 03 dos
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07 isolados oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos e em 01 dos isolados
oriundos de alimentos de origem animal (isolado 137EC, oriundo de amostra de linguica
suina). Com relagéo aos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves, de suinos
e isolados oriundos de carcacas suinas, todos os isolados analisados apresentaram MRA.
A alta disseminacao de isolados que apresentaram MRA nas diferentes fontes analisadas
no presente estudo sdo preocupantes, especialmente considerando isolados oriundos de
carcacas suinas e de alimento de origem animal, uma vez que a presenca de isolados com
essas caracteristicas limitam fortemente as opcoes terapéuticas em caso de infecgdes,
além de serem importantes reservatorios para genes de RA que circulam nos ambientes
das cadeias de producédo de alimentos analisadas no presente estudo, levando a riscos para
a saude publica.

Os resultados de pesquisa de fenotipos de RA, deteccdo de genes de RA e detecgédo
de producdo de ESBLs descritos no presente estudo sugerem a disseminacao de isolados
de E. coli resistentes presentes em ambientes de abatedouros de bovinos, suinos e aves,
carcacas suinas e alimentos de origem animal na regido do Distrito Federal e Entorno, e
que apresentam caracteristicas fenotipicas e genotipicas preocupantes para a saude
publica. A deteccdo de E. coli multirresistentes e produtoras de ESBLs e AmpC ¢é
considerada um dos principais indicadores para estimacdo de risco a saude publica nos
diferentes setores que englobam a Satde Unica (POIREL et al., 2018), explicitando a
importancia da vigilancia de ocorréncia de MRA, ESBLs e ampC em isolados oriundos
de fontes relacionadas com a cadeia de producdo de alimentos de origem animal descritos
no presente estudo. E especialmente importante destacar a observacio de MRA em 26
dos 31 isolados analisados no presente estudo, em especial isolados oriundos de carcacas
suinas e ambientes de abatedouros de aves e de suinos, onde 100% dos isolados oriundos

dessas fontes foram classificados como multirresistentes (Tabela 2). Dentre os 26 isolados
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multirresistentes detectados neste estudo, em 08 deles foi também detectada producao de
ESBLs (16EC, 17EC, 33EC, 50EC, 68EC, 83EC, 117EC e 119EC), e dentre 0s quais, 05
apresentaram o gene ampC (16EC, 33EC, 50EC, 68EC e 83EC). Considerando a
importancia da vigilancia e mitigacao dos riscos associados a RA no contexto da Saude
Unica, os resultados apresentados neste estudo demonstram potenciais riscos a satde
publica associados a circulagcdo de microrganismos resistentes e potencial exposicédo da
populacdo aos mesmos, e contribuem com importantes dados auxiliares na vigilancia,
avaliacdo e implementacdo de programas e politicas para enfrentamento dessa crise da
salde publica no contexto da cadeia de producdo de alimentos de origem animal,
especialmente associados a abatedouros de suinos, aves e bovinos na regido do Distrito

Federal e Entorno.

6.6. Antibiograma e deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana de Listeria

monocytogenes

O Unico isolado de L. monocytogenes apresentou resisténcia fenotipica a 4 das 10
bases de antimicrobianos testadas, sendo elas eritromicina (ERI), meropenem (MER),
sulfonamidas (SUL) e sulfametoxazol/trimetoprim (SUT), sendo, portanto, classificada
como um isolado multirresistente. Com relacdo aos genes de resisténcia antimicrobiana
(RA) pesquisados, ndo foi detectado nenhum dos genes relacionados a RA no isolado de
L. monocytogenes pesquisados no presente estudo (Quadro 4). Os resultados do
antibiograma e da pesquisa de genes de RA do isolado de L. monocytogenes estdo

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3- Resultados do antibiograma pelo método de difusédo em disco dos isolados de
Listeria monocytogenes.

Fenotipo de resisténcia antimicrobiana

Isolado TN — :
R | S Genes de resisténcia antimicrobiana
ERI MER AMP CLO DOX GEN -
1LM SUL SUT CIP TET

R = resistente; | = resisténcia intermediaria; S = sensivel

A deteccdo de RA fenotipica no isolado de L. monocytogenes descrita no presente
estudo esta de acordo com resultados descritos em outras pesquisas que descrevem a
deteccdo de RA em isolados de L. monocytogenes oriundos de fontes relacionadas a
cadeia de producdo de alimentos de origem animal, como a deteccdo de resisténciaa CIP,
ERI e SUL em isolados oriundos de cortes bovinos e ambientes de abatedouros de
bovinos na regido do Distrito Federal, descritos por PALMA e colaboradores (2016).

O resultado de sensibilidade a ampicilina (AMP) detectado no presente estudo é
favoravel, uma vez que penicilina e aminopenicilinas sdao as primeiras opcdes de
antibioticoterapia em casos de listeriose humana (KOOPMANS et al., 2022). Porém, a
segunda alternativa é a utilizacdo de sulfametoxazol/trimetropim (KOOPMANS et al.,
2022), para o qual o isolado descrito no presente estudo apresentou resisténcia fenotipica.
Os macrolideos como eritromicina (ERI) e meropenem (MER) também sdo alternativas
no tratamento da listeriose humana (KOOPMANS et al., 2022), e a deteccdo de
resisténcia aos mesmos no isolado oriundo de alimento de origem animal pode restringir
opcOes terapéuticas e apresentar riscos para a saude publica.

Ndo foram detectados nenhum dos genes de resisténcia antimicrobiana
pesquisados no presente estudo no isolado de L. monocytogenes analisado. Esses
resultados diferem dos apresentados por DAVANZO et al (2021), que descrevem a
presenca de genes de resisténcia antimicrobiana como tet(C), tet(M) e erm(B) em isolados
de L. monocytogenes oriundos de ambientes de abatedouro de aves no Distrito Federal e
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Entorno. A deteccdo de resisténcia fenotipica sem a deteccdo de genes de resisténcia
antimicrobiana, como o fendtipo de resisténcia a ERI sem a deteccdo de genes ermA,
ermB, ermC ou ereA, ou a deteccao de resisténcia fenotipica a SUL sem a deteccao do
gene sull, pode estar relacionada com a presenca de outros genes relacionados a
resisténcia a esses antimicrobianos ndo pesquisados no presente estudo.

Considerando que a principal via de transmissdo da listeriose humana é pela
ingestdo de alimentos contaminados (KOOPMANS et al., 2022), os resultados de
deteccdo desse isolado oriundo de amostra de alimento de origem animal apresentando
multirresisténcia antimicrobiana é importante, e pode representar um risco a saude
publica, tanto por representar um potencial desafio para a terapéutica, como por denotar
a circulacio de estirpes resistentes na regifo. E também importante considerar o papel de
isolados que apresentam RA como reservatorios de genes de resisténcia que podem ser
transferidos entre diferentes microrganismos, como € o caso de transferéncias horizontais
entre diferentes espécies de Listeria e outros géneros como Streptococcus e Enterococcus
(CHARPENTIER; COURVALIN, 1999), evidenciando a importancia da vigilancia em

RA em L. monocytogenes oriundas de alimentos de origem animal.

6.7. Deteccao da expressao de curli e celulose nos isolados de Escherichia coli pelo

teste do Vermelho Congo

Foram observados 4 morfotipos diferentes nos 31 isolados de E. coli analisados,

segundo CIMDINS & SIMM (2017), sendo eles:

- RDAR (red, dry and rough; vermelho, seco e rugoso), indicando presenca de

curli e celulose;
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- PDAR (pink, dry and rough; rosa, seco e rugoso), indicando presenca de

celulose;

- BDAR (brown, dry and rough; marrom, seco e rugoso), indicando presenca de

curli;

- SAW (smooth and white; lisa e branca), indicando auséncia de curli e celulose.

A Figura 3 ilustra um exemplo de cada morfotipo observado no presente estudo.
Os resultados de morfotipos e de producdo de curli e celulose, observados para cada
isolado de E. coli analisado a 37°C e a 24°C com 24, 48 e 72 horas de incubacdo, em cada
uma das duas temperaturas testadas, estdo descritos nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Nas condicdes de incubacdo a 37°C, foi observada a expressdo de curli e/ou
celulose em 28 dos 31 isolados de E. coli em pelo menos um dos tempos analisados
(Tabela 4). Os isolados 5EC, 67EC e 122EC mantiveram o morfotipo SAW, indicando
auséncia de expressdo de curli e celulose, em todos os tempos analisados nessa condi¢édo
de temperatura. Com relacdo a incubacao a 24°C, os isolados 67EC e 122EC também néo
expressaram curli ou celulose em nenhum dos tempos analisados. O isolado 5EC, porém,
expressou celulose ja com 24 horas de incubacdo nessa temperatura (Tabela 5). O isolado
36EC apresentou fenotipo de expressdo de curli a partir de 48 horas de incubacédo a 37°C
(Tabela 4). Porém, nas condi¢des de incubacdo a 24°C, o isolado ndo expressou curli ou
celulose em nenhum dos tempos analisados (Tabela 5). Nas condi¢bes de incubacdo a
37°C, 03 dos 31 isolados de E. coli apresentaram o morfotipo RDAR, relacionado a
producéo de curli e celulose, ja a partir de 24 horas de incubacéo (50EC, 91EC e 134EC).
Nessas condi¢bes de incubacdo, o isolado 74EC, que até as 48 horas de incubacédo
apresentou expressao apenas de celulose (fen6tipo PDAR), passou a expressar curli com
72 horas de incubacdo (fendtipo RDAR) (Tabela 4). Nas condicdes de incubacédo a 24°C,

os isolados 130EC, 139EC e 140EC expressaram curli e celulose a partir de 24 horas de
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A- RDAR (red, dry and rough/vermelha, seca e rugosa), B- BDAR (brown, dry and rough/marrom,
seca e rugosa), C- PDAR (pink, dry and rough/rosa, seca e rugosa), D- SAW (smooth and white/lisa
e branca).

Figura 3 — Morfotipos dos isolados de Escherichia coli observados no teste do
Vermelho Congo. A: estirpe 50EC (RDAR) apds 24 horas de incubagdo a 37°C. B:
estirpe 125EC (BDAR) apds 24 horas de incubacdo a 37°C. C: estirpe 86EC (PDAR)
apos 24 horas de incubacdo a 37°C. D: estirpe 67EC (SAW) ap6s 24 horas de
incubacéo a 37°C.

incubacéo. Os isolados 50EC e 91EC, que apresentaram morfotipo RDAR a partir de 24
horas a 37°C, apresentaram morfotipo RDAR a 24°C a partir de 48 horas de incubacao.
Ap06s 72 horas de incubacdo, 04 isolados apresentaram morfotipo RDAR a 37°C (50EC,
74EC, 91EC e 134EC), enquanto que a 24°C, ap6s 72 horas de incubacdo, 09 isolados
apresentaram esse morfotipo (50EC, 74EC, 88EC, 91EC, 119EC, 125EC, 130EC, 139EC

e 140EC). Esses resultados estdo de acordo com os esperados, uma vez que condigdes de

90



Tabela 4- Resultados de morfotipo e expresséo de curli e celulose no teste do Vermelho Congo dos 31 isolados de Escherichia coli analisados na
temperatura de 37°C ap0s 24, 48 e 72 horas de incubacao.

Temperatura 37°C

Tempo de incubacdo 24h 48h 72h

Identificacdo dos Expressdo de  Expressdo de Expressdo de  Expressdo de Expressao de

isolados Morfotipo curli celulose Morfotipo curli celulose Morfotipo curli Expressao de celulose
3EC-A SAW - - PDAR - -+ PDAR - +
5EC-A SAW - - SAW - - SAW - -
16EC-A BDAR + - BDAR + - BDAR + -
17EC-A SAW - - PDAR - + PDAR - +
138EC-A PDAR - + PDAR - + PDAR - +
139EC-A PDAR - + PDAR - -+ PDAR - +
140EC-A BDAR T - BDAR T - BDAR + -
33EC-B PDAR - + PDAR - -+ PDAR - +
36EC-B SAW - - BDAR T - BDAR + -
37EC-B SAW - - BDAR + - BDAR + -
39EC-B SAW - - BDAR + - BDAR + -
50EC-B RDAR + + RDAR + A RDAR A +
67EC-C SAW - - SAW - - SAW - -
68EC-C SAW - - BDAR T - BDAR + -
7T4EC-C PDAR - + PDAR - + RDAR + +
75EC-C BDAR + - BDAR + - BDAR + -
83EC-C SAW = - PDAR - + PDAR - +
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86EC-C
88EC-C
91EC-C
115EC-D
116EC-D
117EC-D
119EC-D
122EC-D
125EC-D
130EC-D
131EC-D
134EC-D
136EC-E
137EC-E

PDAR
BDAR
RDAR
SAW

BDAR
BDAR
BDAR
SAW

BDAR
BDAR
BDAR
RDAR
BDAR
SAW

RDAR (red, dry and rough) - vermelha, seca e rugosa BDAR (brown, dry and rough) — marrom, seca e rugosa PDAR (pink, dry and rough) — rosa, seca e rugosa SAW (smooth
and white) — lisa, branca e mucosa
A- Ambiente de abatedouro de bovinos

B- Ambiente de abatedouro de aves

C- Carcaga suina

D- Ambiente de abatedouro de suino

E- Alimento de origem animal
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Tabela 5- Resultados de morfotipo e expresséo de curli e celulose no teste do Vermelho Congo dos 31 isolados de Escherichia coli analisados na
temperatura de 24°C ap0s 24, 48 e 72 horas de incubacao.

Temperatura 24°C
Tempo de incubac¢do 24h 48h 72h
Id_entifica(;éo dos Morfotipo Expressz”_io de Expressdo de Morfotipo Expresse”_lo de Expressao de Morfotipo Expressf_io de Expressao de
isolados curli celulose curli celulose curli celulose

3EC-A SAW - - SAW - = PDAR - +
5EC-A PDAR - + PDAR - + PDAR - +
16EC-A BDAR + - BDAR i - BDAR + -
17EC-A SAW - - BDAR i - BDAR + -

138EC-A PDAR - + PDAR - + PDAR - +

139EC-A RDAR e + RDAR i -+ RDAR i +

140EC-A RDAR e + RDAR i -+ RDAR i +
33EC-B PDAR - + PDAR - -+ PDAR - +
36EC-B SAW = = SAW - - SAW - -
37EC-B SAW - - SAW - - BDAR i -
39EC-B BDAR + - BDAR i - BDAR + -
50EC-B BDAR + - RDAR + + RDAR + +
67EC-C SAW - - SAW - - SAW - -
68EC-C BDAR + - BDAR + - BDAR + -
T4EC-C PDAR - + PDAR - + RDAR + +
75EC-C SAW = - SAW - - BDAR + -
83EC-C PDAR - + PDAR - + PDAR - +
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86EC-C PDAR

88EC-C PDAR
91EC-C PDAR
115EC-D SAW
116EC-D BDAR
117EC-D PDAR
119EC-D PDAR
122EC-D SAW
125EC-D PDAR
130EC-D RDAR
131EC-D BDAR
134EC-D BDAR
136EC-E BDAR
137EC-E PDAR
RDAR (red, dry and rough) - vermelha, seca e rugosa BDAR (brown, dry and rough) — marrom, seca e rugosa PDAR (pink, dry and rough) — rosa, seca e
rugosa SAW (smooth and white) — lisa, branca e mucosa
A- Ambiente de abatedouro de bovinos B- Ambiente de abatedouro de aves  C- Carcaga suina D- Ambiente de abatedouro de suino  E- Alimento de origem animal
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baixas temperaturas levam a expressao do gene csgA, responsavel pela producéo de curli
(OLSEN et al., 1993). A expressdo de celulose nos isolados analisados também foi
consideravelmente maior a 24°C do que a 37°C (Tabelas 5 e 6). Apesar dessa diferenca,
os resultados de capacidade de expressao de curli e celulose a 37°C descritos no presente
estudo podem representar um risco a populacao, uma vez que se trata de isolados capazes
de expressar essas duas estruturas em temperaturas proximas a temperatura corporal
humana. Um estudo analisou a adesdo celular e capacidade de formacdo de biofilme de
EHECs e EPECs e demonstrou o papel sinergistico entre curli e celulose na aderéncia
desses isolados, podendo facilitar a colonizagdo do hospedeiro (SALDANA et al., 2009).
De modo semelhante, KIKUCHI e colaboradores (2005) demonstraram maior capacidade
de isolados de E. coli que expressaram curli a 37°C em aderir a células de linhagem
uroepitelial humana. Estudos indicam também o papel pro inflamatério da expressao de
curli em humanos (BIAN et al., 2000). Desse modo, a detec¢do dessas estruturas em
isolados oriundos de diferentes cadeias de producdo de alimentos de origem animal
relacionado a aves, bovinos e suinos pode representar uma melhor adaptacdo ambiental
desses isolados e um potencial risco a satde ao serem capazes de expressar curli e celulose

a 37°C.

Os isolados de E. coli oriundos de alimentos de origem animal (136EC e 137EC)
ndo apresentaram expressdo de curli em nenhuma das condigdes testadas no presente
estudo, tendo produzido apenas celulose em todas as condicGes (Tabelas 5 e 6). Todas as
outras fontes analisadas apresentaram isolados capazes de expressar curli e celulose em
alguma das condi¢Oes testadas. Na condicdo de temperatura a 37°C, foi observado
morfotipo RDAR em isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves (50EC) e
suinos (134EC), e em isolados oriundos de carcagas suinas (74EC e 91EC). Na condicéo

de temperatura de 24°C, foi detectado morfotipo RDAR em isolados oriundos de
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ambientes de abatedouros de aves (50EC), suinos (119EC, 15EC e 130EC) e bovinos
(139EC e 140EC) e de carcacas de suinos (74EC, 88EC e 91EC), sugerindo que ndo ha
correlacdo entre a origem do isolado e sua capacidade de expressar o0 morfotipo RDAR.
O morfotipo RDAR ¢é associado a isolados com maior capacidade de formacdo de
biofilme e melhores adaptacdes de sobrevivéncia a condicdes ambientais adversas
(WHITE et al., 2006; CIMDINS; SIMM, 2017; ROSSI et al., 2018), e os resultados de
deteccdo de isolados capazes de produzir curli e celulose descritos no presente estudo, a
partir de origens tanto ambientais como em carcacas suinas representa um risco ao
demonstrar a circulacdo de isolados potencialmente capazes de se adaptar melhor as

condicdes ambientais ao expressar essas estruturas amiloides.

Os isolados 125EC e 130EC, que apresentaram 100% de homologia na anélise de
variabilidade genética pelo RAPD, expressaram o mesmo morfotipo nos diferentes
tempos analisados a 37°C (Tabela 4), e na temperatura de 24°C, expressaram 0 mesmo
morfotipo a partir das 48 horas de incubacdo (Tabela 5). Os isolados 88EC e 91EC
mostraram diferenca na producdo de curli a 37°C, uma vez que o isolado 88EC néo
expressou essa estrutura nessa temperatura, enquanto o isolado 91EC expressou curli e
celulose nessa condicdo de temperatura (Tabela 4). Nas condigdes avaliadas na
temperatura de 24°C, ambos os isolados apresentaram 0s mesmos morfotipos,
expressando o padrdo RDAR a partir de 48 horas de incubacdo (Tabela 5). Esses
resultados sugerem que, apesar da homologia e da capacidade de expressar tanto curli
quanto celulose desses isolados, e tambem de expressarem as mesmas estruturas na
maioria das condigdes de temperatura e tempo testados, em algumas situac¢des analisadas,
as condi¢bes ambientais de temperatura e tempo de incubacdo levou a expressdes de
producéo de curli e celulose distintas entre os dois isolados homdlogos. A regulacdo da

expressdo de curli e celulose sdo processos altamente complexos e coordenados, que
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possuem influéncia das condigdes externas como temperatura e osmolaridade (EVANS;
CHAPMAN, 2014; ROMLING; GALPERIN, 2015). Os resultados de diferentes
expressdes dos mesmos isolados ou de isolados homdlogos nas diferentes condicdes
testadas observados nesse estudo sugerem que possa ter ocorrido mutacdes adaptativas,
ou que tenham sido alterados os processos regulatorios para cada isolado, o que levou a

expressdes distintas dessas estruturas amiloides.

6.8. Avaliacdo do padréo de adesdo de isolados de Escherichia coli em células da

linhagem Caco-2

Foram observados 03 padrBes de adesdo distintos nos 31 isolados de E. coli
analisados no presente estudo. O padrdo de adesdo mais comumente observado foi a
adesdo localizada (LA) (Figura 4), presente em 83,87% dos isolados (26/31), seguido do
padrdo de adesdo difusa (DA) (Figura 5) em 9,68% (3/31) e o padrdo de adesdo agregativa
(AA) (Figura 6), observado em 6,45% dos isolados (2/31). Os resultados de padrdo de
adesdo celular para cada isolado estdo descritos na Tabela 6.

S&o poucos os trabalhos que verificam os padrdes de adesdo de E. coli no Brasil,
e 0s existentes sdo oriundos de amostras clinicas humanas e estdo concentrados nas
regibes do Sudeste e Sul do pais (VIEIRA et al., 2019; CANTARELLI et al., 2000;
MONFARDINI et al., 2023) ou de amostras de agua ambiental (SCHUROFF;
ANDRADE; PELAYO, 2022). Na regido do Distrito Federal, existem dois estudos que
realizaram a caracterizagdo de padrdes de adesdo de E. coli oriundos de amostras clinicas
de humanos (PEREIRA et al., 2007; MANSAN-ALMEIDA et al., 2013). Porém, nédo
existem trabalhos que caracterizem os padrdes de adesdo celular de isolados de E. coli

oriundos de ambientes de abatedouros frigorificos, carcagas ou alimentos de origem
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Figura 4 — Padrdo de adesdo observado em células da linhagem Caco-2 classificado como adesdo localizada (LA). Isolado 36EC. Laminas coradas
com Giemsa e observadas em microscépio éptico, escala 125uM.
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Figura 5 — Padrdo de ades&o observado em células da linhagem Caco-2 classificado como adesdo difusa (DA). Isolado 33EC. Laminas coradas

com Giemsa e observadas em microscépio optico, escala 125uM.
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Figura6— Padrio de adesao observado em células da Imhagem Caco- 2 C|aSSIflcad0 como adesdo agregativa (AA). Isolado 17EC. Laminas coradas
com Giemsa e observadas em microscépio optico, escala 125uM.
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Tabela 6 - Resultados da avaliagdo do padréo de adesdo em células da linhagem Caco-2
dos 31 isolados de Escherichia coli.

Identificacdo do . e Genes de Padrao de adesao
. Origem Classificacado SN )
isolado viruléncia em células Caco-2

Ambiente de
3EC abatedouro de STEC saa stx-1 LA
bovinos
Ambiente de
5EC abatedouro de STEC saa stx-1 LA
bovinos
Ambiente de
16EC abatedouro de - saa LA
bovinos
Ambiente de
17EC abatedouro de EAEC/STEC stx-1 AA
bovinos
Ambiente de
138EC abatedouro de DAEC saa Tir B DA
bovinos
Ambiente de
139EC abatedouro de - saa Tirvy LA
bovinos
Ambiente de
140EC abatedouro de STEC saa stx-2 LA
bovinos
33EC Ambiente de STEC saa stx-1 DA
abatedouro de aves
36EC Ambiente de STEC saa stx-1 LA
abatedouro de aves
37EC Ambiente de EPEC eae saa tir 8 LA
abatedouro de aves
39EC Ambiente de STEC  hlyAsaastx-1 LA
abatedouro de aves
50EC Ambiente de STEC stx-1 LA
abatedouro de aves
67EC Carcagca de suinos EHEC cae r;lty)/f\zstx-l LA
68EC Carcaga de suinos EAEC/STEC  hlyA stx-1 stx-2 AA
T4EC Carcaga de suinos STEC stx-1 DA
75EC Carcaga de suinos STEC hlyA stx-1 tir a LA
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eae hlyA saa

83EC Carcaca de suinos EHEC st-1 stx-2 LA

86EC Carcaca de suinos STEC hlyA stx-2 LA

88EC Carcaca de suinos STEC hlyA stx-2 LA

91EC Carcaca de suinos STEC hlyA stx-1 stx-2 LA

115EC Ambiente de_ STEC hiyA stx-1 LA
abatedouro de suinos

116EC Ambiente de_ EPEC eae hiyA LA
abatedouro de suinos

117EC Ambiente de STEC saa stx-1 LA
abatedouro de suinos

119EC Ambiente de - tir a LA
abatedouro de suinos

Ambiente de .
1228C abatedouro de suinos ) saa Tiry LA
Ambiente de

125EC abatedouro de suinos STEC stx-1 LA

130EC Ambiente de STEC stx-1 LA
abatedouro de suinos

131EC Ambiente de STEC stx-1 LA
abatedouro de suinos

134EC Ambiente de, i i LA
abatedouro de suinos

136 EC Queijo minas padrdo STEC stx-1 LA

137EC Linguiga suina STEC hlyA stx-1 stx-2 LA

LA — Adeséo localizada AA — Adesdo agregativa DA — Adesdo difusa

animal, sendo este o primeiro a realizar essa caracterizacdo em isolados oriundos dessas
fontes, os quais fornecem dados sobre as caracteristicas relacionadas ao potencial
patogénico de estirpes circulantes nesses ambientes e alimentos nesta regido.

Os resultados de deteccdo de padrbes de adesdo LA, como 0 mais comumente
observado, nos isolados de E. coli analisados no presente estudo diferem dos descritos

por PEREIRA et al. (2007), que ndo detectaram esse padrdo de adesao em isolados de E.
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coli oriundos de amostras clinicas de criangas saudaveis e com diarreia em Brasilia,
Distrito Federal. Os resultados do presente estudo também diferiram dos descritos por
SCHUROFF, ANDRADE & PELAYO (2022), que ndo detectaram o padrdo de adesdo
LA em nenhum dos isolados de E. coli oriundos de amostras de dgua coletadas no estado
do Parana. Os dois isolados EPEC detectados no presente estudo, oriundos de ambiente
de abatedouro de aves (37EC) e ambiente de abatedouro de suinos (116EC), apresentaram
0 padrdo de adesdo LA, caracteristico desse patotipo (PEREIRA; GIUGLIANO, 2013).
Esses resultados sdo similares aos descritos por VIEIRA et al. (2019) em isolados de
EPEC atipicos oriundos de pacientes diarreicos no Brasil, que detectaram o padrdo LA
como 0 mais comumente observado, apesar de amostras de origem distintas. O padrédo
LA também foi detectado nos dois pares de isolados que apresentaram 100% de
homologia na analise de padrées RAPD (88EC e 91EC/ 125EC e 130EC) (Figura 2,
Tabela 6). Todos os quatro isolados que apresentaram o gene eae (37EC, 67EC, 83Ec e
116EC, Tabela 6) apresentaram o padrdo de adesdo LA. Esses resultados estdo de acordo
com os resultados descritos por PELAYO et al. (1999), que observaram esse padréo de
adesdo em isolados de E. coli eae positivos.

Foi detectado o padrdo de adesdo AA em 02 isolados de E. coli, oriundos de
ambiente de abatedouro de bovinos (17EC) e carcaca suina (68EC), sendo classificados
como isolados EAEC. A deteccdo do padrdo de adesdo AA também foi descrita por
PEREIRA et al. (2007) em isolados oriundos de amostras clinicas de criancas saudaveis
e diarreicas no Distrito Federal. Ambos os isolados que apresentaram o padrdo AA no
presente estudo eram STEC (stx-1 presente no isolado 17EC e genes stx-1 e stx-2
presentes no isolado 68EC). Esses resultados denotam a ocorréncia de possiveis isolados
com caracteristicas hibridas EAEC/STEC. Isolados hyPEC tem sido constantemente

descritos na literatura, como a EAEC 0104:H4 causadora de surto de diarreia
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hemorragica e casos de Sindrome Hemolitica Urémica na Alemanha em 2011, que era
capaz de produzir shiga-toxina (SCHEUTZ et al., 2011). A deteccdo de dois isolados
EAEC, comumente associados a diarreia em humanos, especialmente criancas e
individuos imunossuprimidos, contendo genes para producédo de shiga-toxina é de grande
importancia para a satde pablica em funcao do risco potencial associado a esses isolados.
Além dessas caracteristicas, os isolados 17EC e 68EC apresentaram multirresisténcia
antimicrobiana e expressdo de producdo de ESBLs (Tabela 2), evidenciando ainda mais
0 potencial risco a satde publica representado pela deteccéo desses isolados na cadeia de
producdo de alimentos de origem animal no Distrito Federal. Estudos de expressédo génica
e ensaios em modelos animais sdo necessarios para detectar a patogenicidade desses
isolados, porém a deteccdo de genes de viruléncia associados com o padrdo de adesao
caracteristicos de EAEC séo suficientes para fornecer dados sobre a variabilidade de
estirpes em circulacdo, e também sobre o potencial risco oferecido a populacdo na regido
estudada.

O padréo DA foi detectado em isolados oriundos de ambiente de abatedouro de
bovinos (138EC), ambiente de abatedouro de aves (33EC) e carcaca de suino (74EC). O
padrdo DAEC esta associado com a presenca de adesinas fimbriais e afimbriais e esta
associada a infecgdes intra e extraintestinais em humanos (SERVIN, 2014; MEZA-
SEGURA et al., 2020), representando desta forma um potencial risco a populacao. Dois
dos trés isolados onde foi observado o padréo de adesdo celular DA eram STECs (33EC
e 74EC), assim classificados em funcdo da presenga do gene stx-1 (Tabela 6),
evidenciando a combinacdo de fatores de viruléncia tipicos de isolados capazes de
expressar o padréo de adesdo DA com a presenca de genes para producdo de shiga-toxina.
Além disso, dois desses isolados (33EC e 138EC) apresentaram o gene saa relacionado a

adesina Saa.
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Né&o foi notada correlacéo entre o padréo de adesdo celular observado nos isolados de
E. coli e aexpressdo de curli e/ou celulose no teste do Vermelho Congo (VC). Osisolados
que apresentaram o padrao de adesdo celular LA expressaram diferentes padrées de curli
e celulose nas diferentes condicbes testadas (Tabelas 5, 6 e 7). Os isolados que
apresentaram o padrdo de adesdo celular AA (17EC e 68EC) também apresentaram
padrdes distintos de expressao de curli e celulose, apesar de se notar tendéncia a expressao
de fimbrias nesses dois isolados na maioria das condic¢des analisadas (Tabelas 5, 6 e 7).
Apenas 0s isolados com padrdo de adesdo celular DA apresentaram consistentemente o
mesmo padrdo de expressdo de curli em todas as condi¢bes testadas no teste de VC
(Tabelas 5, 6 e 7). Esses resultados evidenciam a variabilidade genética presente nos
isolados de E. coli circulantes nas fontes analisadas no presente estudo, levando a uma
heterogeneidade de estirpes cujas caracteristicas descritas no presente estudo fornecem
informacdes para estudos epidemioldgicos e para a vigilancia em sadde publica tanto para
a regido analisada quanto para o pais, uma vez que nao ha na literatura estudos que
caracterizaram isolados de E. coli oriundos de alimentos de origem animal e ambientes
de producéo de alimentos de origem animal quanto ao seu padrdo de adesdo celular. Ndo
foram encontrados na literatura cientifica estudos que tenham realizado a caracterizacédo
de padrdes de adesdo de E. coli oriundos de fontes que ndo sejam de amostras clinicas
humanas na regido do Centro-Oeste e, mais especificamente, no Distrito Federal, sendo
esse 0 primeiro estudo a realizar essa caracterizacdo em isolados oriundos de ambientes
de abatedouros de aves, bovinos e suinos, carcagas suinas e alimentos de origem animal

nessa regiao.

6.9. Avaliacdo da capacidade de adeséo celular em células da linhagem Caco-2

dos isolados de Escherichia coli
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Os resultados da capacidade de adesdo dos diferentes isolados de E. coli em
células da linhagem Caco-2 variaram entre 48,09% e 80,64% entre os 31 isolados
analisados. A capacidade de adesdo média foi de 66,04%. As porcentagens de capacidade
de adesdo de cada isolado estdo descritas na Figura 7.

N&o houve diferenca consideravel nas médias de capacidade de adesdo para cada
fonte analisada no presente estudo, com excecdo dos 02 isolados oriundos de alimentos
de origem animal (136EC e 137EC), que apresentaram médias de capacidade de adesdo
em células Caco-2 proximos de 72% e75%, com desvio padrdo de 2,04%. A capacidade
de adesdo média dos isolados oriundos de ambientes de abatedouros bovinos variou entre
56,65% e 80,64%, com média de 67,72% e desvio padrdo de 7,52%. Com relacdo aos
isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves, a capacidade de adesdo celular
variou entre 54,12% e 77,54%, com uma capacidade de adesdo média de 65,31% e desvio
padrdo de 8,30%. Com relacdo aos isolados oriundos de ambiente de abatedouros suinos,
a capacidade de adesdo celular variou entre 52,59% e 78,8%, com capacidade de adesdo
média de 67,20% e desvio padrédo de 8,33%. Por fim, a capacidade de adesdo dos isolados
oriundos de carcacas suinas variou entre 48,09% e 72,02%, com capacidade de adesdo
média de 62,04% e desvio padrdo de 9,26%.

Os 02 isolados que apresentaram o padréo de adesdo agregativa (AA) no ensaio
de padrbes de adesdo em células da linhagem Caco-2 (17EC e 68EC) apresentaram
70,57% de capacidade de adesdo para o isolado 17EC e 63,27% para o isolado 68EC
(Figura 7), com um desvio padrdo de 5,16%. Com relagdo aos 03 isolados que
apresentaram o padrdo de adesdo celular difuso (DA), a capacidade de adesdo em células
da linhagem Caco-2 foi de 64,71% para o isolado 33EC, 72,02% para o isolado 74EC e
80,64% para o isolado 138EC (Figura 7), sendo esse ultimo o isolado que apresentou

maior capacidade de adesdo celular entre os 31 isolados de E. coli analisados no presente
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estudo. Os isolados que apresentaram o padrao de adesdo localizada (LA) variaram entre
78,08% (isolado 130E) e 48,09% (isolado 67EC), sendo a capacidade de adesdo do
isolado 130EC a segunda maior porcentagem descrita e a capacidade de ades&o do isolado
67EC a menor capacidade de adeséo celular descrita nos 31 isolados de E. coli analisados.
O isolado 138EC foi classificado como DAEC em funcdo do padrdo de adesdo celular
observado no ensaio com células da linhagem Caco-2, associado a sua caracterizacao pela
pesquisa de genes de viruléncia (Tabela 6). Os resultados de comparacdo das frequéncias
da capacidade de adesdo celular em células da linhagem Caco-2 descritos no presente
estudo indicaram que os isolados que apresentaram o padréo de adesdo DA foram capazes
de aderir em maior quantidade as células Caco-2 do que os isolados que apresentaram 0s
padrdes de adesdo AA e LA, cujas médias de adesdes foram de 72,46% nos isolados com
padrdo de adesdo DA, comparados com 66,92% dos isolados com padrdo de adesdo AA

e 65,23% para os isolados com padrdo de adesao LA.

Os isolados nos quais 0 gene da adesina Saa foi detectado apresentaram ampla
variedade de capacidade de adesdo celular em células da linhagem Caco-2, variando entre
50,28% e 80,64% (Tabela 6, Figura 7), com um média de capacidade de adesdo de
64,44%. Os isolados nos quais 0 gene eae foi detectado, por sua vez, apresentaram
capacidade de adesdo proporcionalmente menores, com uma média de 55,13%.,
indicando que ndo héa associacdo quantitativa entre a presenca desses genes relacionados
a adesinas e intiminas e a capacidade de adeséo celular.

Os isolados 50EC, 91EC, 74EC e 134EC, que apresentaram o morfotipo RDAR
a 37°C, apresentaram capacidade de ades@o maior do que a média (73,12%). Essa maior
capacidade de adesdo em células Caco-2 observada nesses isolados pode estar relacionada
com capacidade de expressar estruturas amiloides associadas a capacidade de formagéo

de biofilme em temperatura de 37°C, cuja expressao nessa temperatura pode representar
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um risco para a saude publica, tanto pela melhor adaptacéo de sobrevivéncia do isolado,
quanto pela capacidade de expressdo de citocinas pré inflamatérias em humanos
associada a expressdo de curli in vivo (BIAN et al., 2000; HUFNAGEL; TUKEL;
CHAPMAN, 2013).

Os isolados 88EC e 91EC, que apresentaram 100% de homologia na
caracterizacdo molecular por RAPD, apresentaram capacidade de adesdo celular em
células da linhagem Caco-2 semelhantes (71,16% e 69,28% respectivamente, Figura 7).
Diferentemente do que foi observado nesses dois isolados, os isolados homologos 130EC
e 125EC apresentaram capacidade de adesdo celular consideravelmente distintas, onde o
isolado 125EC apresentou capacidade de adesdo celular de 52,59% e o isolado 130EC
apresentou capacidade de adesdo celular de 78,8% (Figura 7). Esses resultados
demonstram a variabilidade genética e fenotipica das estirpes de E. coli presentes nos

ambientes e alimentos analisados no presente estudo.

6.10. Avaliacdo da capacidade de adeséo e invasao celular de Listeria monocytogenes

em células da linhagem Caco-2

O Unico isolado de L. monocytogenes analisado foi capaz de aderir a superficie de
células da linhagem Caco-2 em uma porcentagem de 63,71%. Com relacdo a capacidade
de invasdo celular, o isolado foi capaz de invadir células da linhagem Caco-2 em uma
porcentagem de 85,1%.

Os resultados de capacidade de adesdo e invasdo de L. monocytogenes oriundos
de alimentos de origem animal descritos no presente estudo corroboram os descritos por
MEDEIROS et al. (2021), que detectaram isolados de L. monocytogenes oriundos de

alimentos de origem animal e fontes relacionadas que demonstraram capacidade de
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invasdo celular em células da linhagem Caco-2. A capacidade de invasdo detectada no
presente estudo de 85,1%, porém, foi consideravelmente superior a capacidade de invasao
celular observada por MEDEIROS et al. (2021), que variou entre 7,6% e 54,15%. Os
resultados de capacidade de adeséo e alta capacidade de invasdo em células da linhagem
Caco-2 do isolado de L. monocytogenes isolado a partir de alimento de origem animal
descritos no presente estudo sao importantes para a saude publica, uma vez que a
patogenia desse microrganismo esta diretamente relacionada com sua capacidade de
invasdo celular (DISSON; MOURA; LECUIT, 2021). Considerando a alteracdo da
legislacdo brasileira trazida pela Instrucdo Normativa n°® 161 de 2022 com relacdo ao
padrdo microbioldgico para L. monocytogenes em alimentos para consumo humano, que
atualmente permite a presenca de até 10> UFC/g ou mL de amostra de alimento (BRASIL,
2022), a alta capacidade de invasdo celular observada no isolado descrito no presente
estudo pode representar risco para a populacdo, uma vez trata-se de um isolado com alta

eficiéncia de invasao celular in vitro.

6.11. Sequenciamento do gene inlA de Listeria monocytogenes

Ndo foi detectada presenca de stop codons prematuros (PMSCs) nos dois
fragmentos do gene da internalina A sequenciados, oriundos do isolado de L.
monocytogenes (Anexo 1). Foram detectadas 46 mutagdes nas sequéncias de nucleotideos
do isolado analisado quando comparadas com a cepa de referéncia Listeria
monocytogenes EGD-e (Anexo 1), que representaram 8 substituicdes de aminoacidos
(Anexo 2).

Os resultados de alta capacidade de invasdo em isolado onde néo foi detectado

PMSCs estdo de acordo com a literatura, que relaciona a presenca de PMSCs com cepas
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com menor capacidade de invasdo celular em funcdo da expressdo de inlA truncada
(OLIER et al., 2005; NIGHTINGALE et al., 2008). Estudos de bioinformatica que
analisaram a interacdo entre internalina A e E-caderina mostraram que alteracdes em
residuos individuais na estrutura da inlA foram capazes de alterar a capacidade de
interacdo com seu receptor (SCHUBERT et al., 2002). Desse modo, a alta capacidade de
invasdo detectada no isolado pode estar associada com alteragdes conformacionais na
proteina secretada que aumente a area de interacdo internalina A-E-caderina, ou pode
estar relacionada com a expressao de outros genes relacionados a capacidade de invasdo
celular desse microrganismo, como a inlB, proteina de invasao relacionada a viruléncia
(vip) ou proteina de adesdo da Listeria (LAP) (LOPES-LUZ et al., 2021), que ndo foram
pesquisados no presente estudo. Mais estudos Sdo necessarios para investigar se as
alteracdes nucleotidicas observadas no gene inlA analisado sdo capazes de levar a
alteracdes conformacionais que influenciem na capacidade de invasdo do isolado de L.

monocytogenes analisado.

6.12. Pesquisa de capacidade de formagcao de biofilme in vitro de Escherichia coli

Todos os isolados de E. coli testados apresentaram capacidade de formacéo de
biofilme in vitro, em pelo menos uma das condicGes testadas. Um isolado (16EC) foi
classificado como forte formador de biofilme em todas as condi¢Oes de tempo e
temperatura testadas no presente estudo. Os resultados do teste para avaliagdo da
capacidade de formacdo de biofilme in vitro dos isolados de E. coli encontram-se
descritos na Tabela 7.

Nos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos, 02 dos 07

isolados apresentaram capacidade de formacdo de biofilme fraco em praticamente todas
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Tabela 7 - Resultados da classificagdo da capacidade de formagéo de biofilme in vitro individual de acordo com o protocolo descrito por STEPANOVIC et al.
(2000) sob 10°C, 24°C e 37°C por 24, 48 e 72 horas de incubacéo, e dos morfotipos detectados pelo teste do Vermelho Congo dos isolados de Escherichia coli
submetidos as incubacdes de 24°C e 37°C por 24, 48 e 72 horas.

Temperatura 10°C 24°C 37°C

Tempo 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Isolado Morfotipo Classificacdo ~ Morfotipo  Classificagdo ~ Morfotipo  Classificagdo ~ Morfotipo  Classificagdo ~ Morfotipo  Classificacgdo ~ Morfotipo Classificagdo Morfotipo  Classificacgdo ~ Morfotipo  Classificagdo ~ Morfotipo  Classificagdo
3-A - Moderado - Moderado - Fraco SAW Moderado SAW Moderado PDAR Moderado SAW Moderado PDAR Fraco PDAR Fraco
5-A - Fraco - Moderado - Moderado PDAR Moderado PDAR PDAR SAW Moderado SAW Moderado SAW Moderado
16-A - - - - BDAR - BDAR BDAR BDAR - BDAR - BDAR -
17-A - - - Moderado SAW Moderado BDAR Moderado BDAR SAW Fraco PDAR Moderado PDAR Moderado

138-A - Fraco - Fraco - Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco

139-A - Néo formador - Fraco - Fraco RDAR Fraco RDAR Fraco RDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco

140-A - Fraco - Moderado - Fraco RDAR Moderado RDAR Moderado RDAR Fraco BDAR Moderado BDAR - BDAR -
33-B - Moderado - Fraco - Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco
36-B - Fraco - Fraco - Fraco SAW Fraco SAW Fraco SAW Fraco SAW Fraco BDAR Fraco BDAR Fraco
37-B - Moderado - - - - SAW - SAW BDAR SAW Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado
39-B - Fraco - Fraco - Moderado BDAR Moderado BDAR BDAR SAW Fraco BDAR BDAR Moderado
50-B - Fraco - - - - BDAR - RDAR RDAR RDAR - RDAR RDAR Moderado
67-C - Fraco - Fraco - Fraco SAW  Ndo formador ~ SAW Néo formador ~ SAW Fraco SAW Néo formador ~ SAW Néo formador ~ SAW  Néo formador
68-C - Moderado - - - - BDAR - BDAR - BDAR SAW - BDAR Moderado BDAR -
74-C - Fraco - Fraco - Fraco PDAR Moderado PDAR Moderado RDAR PDAR Fraco PDAR Moderado RDAR Moderado
75-C - Fraco - Néo formador - N&o formador ~ SAW Fraco SAW Fraco BDAR Moderado BDAR - BDAR - BDAR -
83-C - Fraco - Fraco - Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco SAW Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco
86-C - Fraco - Fraco - Fraco PDAR  Ndo formador PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR  Ndo formador PDAR Fraco PDAR Fraco
88-C - Moderado - Moderado - Fraco PDAR - RDAR Moderado RDAR Moderado BDAR Fraco BDAR Fraco BDAR Fraco
91-C - Fraco - Fraco - Fraco PDAR Moderado RDAR Moderado RDAR Moderado RDAR Moderado RDAR Fraco RDAR Fraco

SAW Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado

115-D - - - SAW BDAR Moderado BDAR
116-D - - - BDAR BDAR - BDAR Moderado BDAR - BDAR Moderado BDAR Moderado

117-D - Fraco - Néo formador - Fraco PDAR PDAR Moderado PDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado
119-D - - - - - Fraco PDAR Moderado RDAR Moderado RDAR Fraco BDAR Moderado BDAR Fraco BDAR Fraco
122-D - Fraco - Fraco - Fraco SAW Moderado SAW Moderado SAW Moderado SAW Fraco SAW Fraco SAW Moderado
125-D - Fraco - Fraco - Nao formador PDAR  Ndo formador RDAR Fraco RDAR Fraco BDAR Fraco BDAR  Néo formador BDAR Fraco
130-D - Fraco - Fraco - Moderado RDAR Fraco RDAR Moderado RDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado
131-D - Fraco - Fraco - Fraco BDAR Fraco BDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Fraco BDAR Fraco
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136-E - Fraco - Moderado - Moderado BDAR BDAR BDAR  Moderado  BDAR Moderado BDAR Moderado BDAR Moderado
137-E - Fraco - Fraco - Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco PDAR Fraco SAW Moderado SAW Fraco BDAR Moderado
A- Ambiente de abatedouro de bovinos B- Ambiente de abatedouro de aves ~ C- Carcaga suina D- Ambiente de abatedouro de suino  E- Alimento de origem animal
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as condicdes testadas (138EC e 139EC, Tabela 7). Outros 05 isolados apresentaram
capacidade de formacdo de biofilme moderada ou forte, sendo que o isolado 16EC
apresentou capacidade de formacdo de biofilme forte em todas as condicOes testadas.
Notou-se uma tendéncia a maior capacidade de formacao de biofilme a 24°C, onde 05 dos
07 isolados apresentaram capacidade de formacao de biofilme forte apds 72 horas de
incubacdo nessa temperatura (5EC, 16EC e 17EC, Tabela 7).

Com relacdo aos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves, 02 dos
05 isolados (33EC e 36EC) mantiveram capacidade de formacdo de biofilme fraca em
todas as condicdes testadas (Tabela 7). De modo semelhante ao ocorrido nos isolados
oriundos de ambientes de abatedouros de bovinos, houve uma maior quantidade de
isolados com capacidade de formacéo de biofilme forte a 24°C quando comparado com
as incubacdes a 10°C e 37°C, com 72 horas de incubacdo.

Nos isolados oriundos de carcacas suinas, apenas 01 isolado (68EC) apresentou
capacidade forte de formacdo de biofilme, com 72 horas de incubacdo nas trés
temperaturas testadas no presente estudo (Tabela 7). Houve uma tendéncia maior a
capacidade de formacdo de biofilme moderada a 24°C, quando comparada com as outras
duas temperaturas testadas. Os isolados 67EC, 83EC e 88EC mantiveram-se como
formadores fracos ou ndo formadores de biofilme com 72 horas de incubacdo em todas
as temperaturas testadas. O isolado 75EC, por sua vez, foi classificado como ndo
formador e formador fraco de biofilme a 10°C, como formador fraco a moderado a 25°C,
e como formador forte a 37°C (Tabela 7).

Com relacdo aos isolados oriundos de ambientes de abatedouros de suinos, a
condicdo de incubacdo a 10°C foi onde detectou-se maior nimero de isolados com forte
capacidade de formagéo de biofilme, com 03 dos 09 isolados sendo formadores fortes

com 72 horas de incubagdo nessa temperatura (115EC, 116EC e 134EC, Tabela 7). O
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isolado 125EC manteve-se como ndo formador de biofilme ou formador fraco em todas
as condic0es testadas (Tabela 7). Ja o isolado 117EC passou de nao formador ou formador
fraco a 10°C para formador forte ou moderado nas outras condi¢bes de temperatura
testadas (Tabela 7). O isolado 134EC, por sua vez, manteve-se como forte formador de
biofilme em quase todas as condicGes testadas no presente estudo, sendo classificado
como formador de biofilme moderado apenas com 48 horas de incubacdo a 37°C (Tabela

7).

Os isolados oriundos de alimentos de origem animal foram capazes de formar
biofilme em todas as condicdes testadas. O isolado 136EC, oriundo de amostra de queijo
minas tipo padréo, foi classificado como formador de biofilme moderado na maioria das
condigdes testadas, com a excecdo da condigédo de 24°C, na qual o isolado foi classificado
como formador forte de biofilme com 24 e 48 horas de incubacéo (Tabela 7). J& o isolado
137EC, oriundo de amostra de linguica suina, foi classificado como formador fraco de
biofilme em quase todas as condicOes testadas, exceto com 24 e 48 horas de incubacdo a
37°C, onde foi classificado como formador de biofilme moderado (Tabela 7).

Os resultados do teste de capacidade de formacdo de biofilme in vitro dos 31
isolados de E. coli analisados indicaram que a temperatura influenciou significativamente
a capacidade de formacdo de biofilme in vitro dos isolados (p=0,0021). Houve diferenca
significativa na capacidade de formacdo de biofilme a 24°C quando comparado com a
capacidade de formacéo de biofilme a 10°C (p=0,0103) e 37°C (p=0,0042). N&o houve
diferenca significativa na capacidade de formacéo de biofilme entre as temperaturas de
10°C e 37°C (p=0,9573), nem entre os diferentes tempos de incubacdo. Houve uma maior
proporg¢do de isolados com forte capacidade de formagdo de biofilme na condicdo de
incubacéo a 24°C, na qual 12 dos 31 isolados (38,7%) apresentaram forte capacidade de

formacéo de biofilme em pelo menos um dos tempos analisados, seguido da condicao de
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incubacdo a 10°C, onde 09 dos 31 isolados (29,03%) foram classificados como
formadores fortes de biofilme em algum dos tempos analisados, e, por fim, na condicéo
de 37°C, 07 dos 31 isolados foram classificados como forte formadores de biofilme em
pelo menos um dos tempos analisados (22,58%) (Tabela 7). Esses resultados eram
esperados, uma vez que a temperatura € uma condicdo ambiental que influencia nos
mecanismos de expressao de genes relacionados a passagem do modo plancténico para o
modo fixo para desenvolvimento de biofilmes nos microrganismos (MOON et al., 2023),
como atraves da ativacdo de genes dependentes do fator sigma de resposta ao estresse
Rpos (subunidades peptidicas que regulam a transcricdo), que sdo ativados em
temperaturas mais baixas quando comparado com incubacgdes a 37°C em E. coli (WHITE-
ZIEGLER et al., 2008), ou pelo aumento na producéo de diguanilato ciclico (c-di-GMP)
em baixas temperaturas (TOWNSLEY:; YILDIZ, 2015).

Quando comparada a capacidade de formacéo de biofilme entre isolados oriundos
de amostras de ambientes e isolados oriundos de carcacas e alimentos de origem animal,
houve uma maior propor¢do de isolados oriundos de amostras de ambientes de
abatedouros classificados como formadores fortes de biofilme, sendo que 61,9% (13 dos
21 isolados oriundos dessas fontes) foram classificados como formadores fortes de
biofilme em pelo menos uma das condicdes testadas no presente estudo, enquanto que,
para os isolados oriundos de carcacas suinas e alimentos de origem animal, essa
proporcdo foi de metade dos isolados apresentando forte capacidade de formacdo de
biofilme (5 entre os 10 isolados oriundos dessas fontes). Esses resultados podem estar
relacionados com pressbes de selecdo que levem & disseminacdo de estirpes mais
adaptadas as condicGes ambientais, presentes nos ambientes de abatedouros de aves,

bovinos e suinos, incluindo baixas temperaturas, constantes higienizages, etc.
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Houve uma associacao significativa entre capacidade de adesao celular em células
da linhagem Caco-2 e a capacidade de formacéo de biofilme (p < 0,0001) nos isolados de
E. coli analisados, indicando que isolados que apresentam maior capacidade de adesao
celular tendem a ter maior capacidade de formacéo de biofilme. Esses resultados podem
estar relacionados com a expressdo de diversos fatores de superficie celular como
adesinas, que contribuem para a capacidade de ades&o desses isolados (SANDANA et al.,
2009; AGEORGES et al., 2020). O isolado 138EC, que apresentou maior capacidade de
adesdo celular (Figura 7), apresentou capacidade de formacdo de biofilme fraca em todas
as condicOes testadas no presente estudo. Outros isolados que apresentaram maior
capacidade de adesao celular, apresentaram capacidade de formacéo de biofilme in vitro
classificada como moderada na maioria dos casos, com excecdo do isolado 50EC e
134EC, que apresentaram capacidade de adesdo celular elevadas e também apresentaram
capacidade forte de formacdo de biofilme a 37°C (Figura 7, Tabela 7). Apesar dessas
diferencas, a capacidade forte de formacao de biofilme in vitro a 37°C observada em 08
dos 31 isolados analisados no presente estudo podem representar um risco a saude
publica, uma vez que isolados capazes de formar biofilme a 37°C, especialmente com
forte capacidade para tal, ndo terdo essa capacidade inibida pela temperatura corporal do
hospedeiro em uma possivel infeccdo intestinal ou extraintestinal.

Os isolados 88EC e 91EC, que tiveram 100% de homologia na andlise filogenética
realizada por meio do RAPD, apresentaram diferentes capacidades de formacdo de
biofilme nas condi¢des analisadas no presente estudo. De modo semelhante, os isolados
125EC e 130EC, também homdlogos na analise filogenética, apresentaram capacidade de
formagéo de biofilme distintas nas condi¢Oes testadas no presente estudo. Esses

resultados demonstram a presenca de variabilidade genética nesses isolados, uma vez que
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mesmo isolados com ampla similaridade filogenética apresentam diferengas de expressao
genética, mesmo quando expostos as mesmas condicoes.

Os isolados EHEC detectados neste estudo, 67EC e 83EC, apresentaram
capacidade de formacdo de biofilme semelhantes entre si, sendo classificados como
formadores fracos de biofilme em quase todas as condi¢fes testadas (Tabela 7). Os
isolados EPEC, 37EC e 116EC, de modo semelhante, também apresentaram capacidade
de formacao de biofilme semelhantes entre si, tendo apresentado capacidade de formagéo
de biofilme forte e moderada nas diferentes condicdes testadas (Tabela 7). Com relacédo
aos isolados que apresentaram padrdo de adesdo celular AA, 17EC e 68EC, a capacidade
de formacéo de biofilmes também foi semelhante, sendo classificados como formadores
moderados e fortes nas condicGes testadas no presente estudo (Tabela 7). Os isolados que
apresentaram o padrdo de adesdo DA no cultivo de células Caco-2 apresentaram
capacidade de formacdo de biofilmes variadas, sendo que os isolados com padrdo de
adesdo DA 33EC e 138EC apresentaram capacidade de formacdo de biofilme fraca em
todas, ou quase todas as condicdes testadas, e o isolado 74EC apresentou capacidade de
formacédo de biofilme desde fraca até forte, a depender da condicdo de incubacéo (Tabela
7). Os isolados STEC e os isolados que ndo foram classificados em nenhum dos patotipos
pesquisados nesse estudo, por sua vez, apresentaram ampla varia¢do de capacidade de
formacdo de biofilme, indo desde isolados ndo formadores de biofilmes em vérias
condicdes testadas, como o isolado 125EC, até isolados que mostraram forte capacidade
de formacao de biofilme em todas ou quase todas as condicdes testadas, como os isolados
16EC e 134EC (Tabela 7).

Os isolados de E. coli que expressaram curli foram significativamente melhores
formadores de biofilme (p=0,0069). Com relagéo aos isolados que expressaram celulose,

nédo houve diferenca na capacidade de formacdo de biofilme (p=0,5919). Os isolados que
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apresentaram o morfotipo SAW no teste do Vermelho Congo (VC), apresentaram
capacidades varidveis de formacdo de biofilme in vitro, com a maioria apresentando
capacidade fraca de formacédo de biofilme na maioria das condicfes testadas, apesar de
alguns isolados terem sido classificados como formadores moderados de biofilme em
algumas condicdes, mesmo apresentando auséncia de expressdo de curli e celulose
(Tabela 7). Dois isolados, 37EC e 115EC, apresentaram resultados discrepantes, tendo
sido classificados como formadores fortes de biofilme em algumas condicgdes testadas,
apesar da observacdo do morfotipo SAW no teste do VC (Tabela 7). J& com relacdo ao
morfotipo RDAR, ndo houve associacdo entre esse morfotipo e maior capacidade de
formacéo de biofilme, uma vez que houve ampla varia¢do na capacidade de formacéo de
biofilme nas condicdes testadas do estudo, em que foi observado formadores fracos e
fortes de biofilme (Tabela 7). Quando comparada a capacidade de formacéo de biofilme
classificada como forte e os diferentes morfotipos detectados no presente estudo, o
morfotipo BDAR demonstrou maior correlacdo com forte capacidade de formacédo de
biofilme quando comparado com os morfotipos RDAR, PDAR e SAW. Forte capacidade
de formacao de biofilme estava associada ao morfotipo BDAR em 31,94% dos casos (23
associacOes entre essa capacidade de formacdo de biofilme e esse morfotipo em 72
observacdes), enquanto que para o morfotipo RDAR a proporcdo foi de 16,67% (5/30),
para 0 morfotipo PDAR foi de 6,25% (3/48) e para o morfotipo SAW foi de 8,57% (3/35),
indicando que, para os isolados analisados no presente estudo, a expressdao de curli
isoladamente conferiu maior capacidade de formagdao de biofilme quando comparado com
anao expressao de nenhuma das duas estruturas amiloides analisadas, ou com a expressao
apenas de celulose, ou com a expressdo das duas estruturas, o que contradiz resultados
descritos na literatura, que sugerem que a expressdao de ambas as estruturas esta

relacionada & maior capacidade de formagc&o de biofilme em E. coli (SALDANA et al.,
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2009; TRMCIC et al., 2018). Os resultados observados no presente estudo podem estar
relacionados com a expressdao de outros mecanismos que confiram forte capacidade de
formacdo de biofilme a esses microrganismos, independentes da expressdo de curli e
celulose, como alteragbes que se relacionem com expressdo de fimbrias do tipo I,
proteinas autotransportadoras, pilis conjugativos, e outros exopolissacarideos
(MALCOVA et al., 2008; OZTURK; DARCAN; KARIPTAS, 2023), levando a maior
capacidade de formacéo de biofilme mesmo na auséncia do morfotipo RDAR.

Os resultados descritos sugerem que os isolados de E. coli analisados no presente
estudo apresentam ampla variabilidade de capacidade de formacdo de biofilme nas
diferentes condicbes de tempo e temperatura de incubacdo testadas. A deteccdo de
isolados que apresentaram capacidade de formacdo de biofilme in vitro a 10°C,
especialmente isolados oriundos de ambientes de abatedouros frigorificos, que
apresentaram capacidade forte de formacao de biofilme in vitro nessa temperatura com
apenas 24 horas de incubacéo, sdo de grande importancia para a industria de producéo de
alimentos de origem animal, uma vez que trata-se de ambientes constantemente mantidos
em temperaturas mais baixas, e a presenca de estirpes com alta capacidade de formacéo
de biofilme dentro desses ambientes pode representar importantes desafios dentro dessas
industrias, por terem potencialmente maior capacidade de estabelecer biofilmes nesses
ambientes e, com isso, potencialmente representarem pontos de contaminacao para 0s
produtos de origem animal.

Os ensaios de capacidade de formacdo de biofilme in vitro realizados no presente
estudo detectaram 08 isolados capazes de formar biofilme a 37°C, em pelo menos um dos
tempos analisados. Os resultados de caracterizagdo desses isolados estdo sumarizados na
Tabela 8. Dentre os isolados com forte capacidade de formacdo de biofilme in vitro a

37°C em pelo menos um dos tempos analisados, nota-se a ocorréncia de diversos fatores
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Tabela 8- Resultados de origem, patotipo, capacidade de formacdo de biofilme in vitro a
37°C, expressdo de curli e celulose a 37°C, capacidade de adeséo celular e padrdo de
adesdo celular em células Caco-2, deteccdo de genes de viruléncia, detec¢do do gene
ampC, multirresisténcia antimicrobiana e detec¢do fenotipica de producdo de ESBLs dos
isolados de Escherichia coli 16EC, 39EC, 50EC, 68EC, 75EC, 116EC, 134EC e 140EC.

L ~. [EXxpressdo % Padréo
Biofilme Expresséo Adeséo d Genes de Producio
Isolado Fonte Patotipo invitro  decurlia celular e I ampC  MRA ¢
237 379C celulgse a (%) adeséo viruléncia de ESBL
37°C celular
Ambiente
de
16EC abatedouro - Forte X - 66,24 LA saa X X X
de bovinos
Ambiente
de
39EC abatedouro STEC Forte X - 65,44 LA stx-1, saa, hlyA - X
de aves
Ambiente
de
50EC  abatedouro STEC Forte X X 77,54 LA stx-1 X X X
de aves
Carcaca
68EC suina EAEC/STEC  Forte X - 63,27 AA  stx-1,sxt-2, hlyA X X X
Carcaca
75EC suina STEC Forte X - 64,91 LA stx-1, tira, hlyA X X
Ambiente
de
116EC abatedouro EPEC Forte X - 57,43 LA eae - X
de suinos
Ambiente
de
134EC abatedouro - Forte X X 73,65 LA - X X
de suinos
Ambiente
de
140EC abatedouro STEC Forte X - 70,95 LA stx-1, saa X

de bovinos

X- Caracteristica presente
MRA — multirresisténcia antimicrobiana

que representam potenciais riscos para a saude publica, como a presenca de genes de
viruléncia e multirresisténcia antimicrobiana (MRA) em quase todos os isolados em
questdo e a deteccdo de producdo de ESBLs em 03 desses isolados (Tabela 8). Esses
isolados foram oriundos tanto de ambientes de abatedouros quanto de carcacas suinas, 0
que reflete potencial risco para a populacdo através da possibilidade de contaminagéo
cruzada dos alimentos produzidos nesses locais. Esses resultados sdo de particular
importancia, uma vez que fornecem dados sobre estirpes potencialmente patogénicas que,

além de representarem importantes reservatorios de genes de viruléncia e resisténcia
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antimicrobiana dentro desses ambientes, também se mostraram capazes de formar
biofilme em temperatura proxima a temperatura corporal humana. Esse resultado,
associado a presenca de genes de viruléncia e resisténcia, fenotipos de resisténcia
antimicrobiana e capacidade de adesao celular, caracterizados no presente estudo, além
do potencial risco para a saude publica, sublinha a importancia da vigilancia sobre as
estirpes circulantes em ambientes de producdo de alimentos de origem animal, os quais
podem contribuir com dados epidemiologicos para a regido.

De maneira geral, os resultados do presente estudo mostraram que os isolados de
E. coli apresentaram ampla variabilidade nas caracteristicas genotipicas e fenotipicas
analisadas. Os isolados oriundos de ambientes de abatedouros bovinos apresentaram
ampla variedade de patotipos e padrfes de adesdo celular, além de diferencas
consideraveis na capacidade de adesdo celular e capacidade de formacao de biofilme in
vitro (Tabelas 7, 8 e 9, Figura 7). Foi um grupo gque apresentou uma alta proporcao de
isolados produtores de ESBLs, mas com menor nimero de isolados multirresistentes.
Houve uma alta detec¢do do gene de viruléncia saa e, dentre os genes relacionados a
resisténcia antimicrobiana, os genes ampC e mcr-4 foram mais comumente detectados
(Tabelas 2 e 3). A variabilidade genética foi consideravel, uma vez que esses isolados
foram agrupados em 4 clusteres distintos na analise filogenética realizada neste estudo
(Figura 2). Os isolados oriundos de ambientes de abatedouros de aves apresentaram
menor variedade de patotipos e de padrdes de adesdo celular, apresentando também
menor diferenca na capacidade de adesdo celular (Tabela 6, Figura 7). Os genes de
viruléncia stx-1 e saa foram o mais comumente detectados, enquanto o gene ampC foi
detectado em quase todos esses isolados (Tabelas 2 e 3). Apesar de nem todos terem
produzido ESBLs, a MRA foi observada em todos os isolados oriundos dessa fonte

(Tabela 2). De modo semelhante aos isolados oriundos de ambiente de abatedouros de
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bovinos, a variabilidade genética nesses 05 isolados observada pela analise de
similaridade pelo RADP foi consideravel, com isolados pertencentes a 4 clusteres
distintos (Figura 2). Os isolados oriundos de carcagas suinas foram o que apresentaram
maior variedade de patotipos, padrdes de adesdo celular e capacidade de adesao celular
(Tabela 6, Figura 7). Destacou-se nesses isolados a deteccdo do gene hlyA e dos genes
stx-1 e stx-2, além do gene ampC (Tabelas 2 e 3). A producdo de ESBLSs foi detectada em
isolados oriundos dessa fonte, e a MRA foi observada em todos esses isolados (Tabela
2). Esses isolados apresentaram a menor variabilidade com relacdo a andlise filogenética
uma vez que, apesar de estarem distribuidos em 4 clusteres, metade dos isolados oriundos
dessa fonte se agruparam no mesmo cluster (Figura 2). Ja nos isolados oriundos de
carcacas suinas, notou-se algumas semelhancas com os isolados oriundos de ambientes
de abatedouros de suinos, como a deteccdo de MRA em todos os isolados e a produc¢éo
de ESBLs em alguns dos isolados (Tabela 2). Porém, os perfis dos genes de viruléncia e
resisténcia antimicrobiana mostraram a predominancia dos genes stx-1 e genes
relacionados a resisténcia as tetraciclinas nesses isolados, com menor propor¢do de
isolados que apresentaram o gene ampC (Tabelas 2 e 3). Por fim, os isolados oriundos de
alimentos de origem animal apresentaram capacidades de adesdo celular semelhantes, e
ambos apresentaram o gene stx-1. Porém, o perfil de resisténcia antimicrobiana fenotipica
e de genes de resisténcia antimicrobiana foi diametralmente oposto, com um isolado
sensivel a todas as bases antimicrobianas testadas e o outro isolado apresentando MRA
(Tabela 2).

Os resultados descritos denotam a ampla heterogeneidade dos isolados de E. coli
circulantes nos ambientes e alimentos de origem animal na regido do Distrito Federal.
Essa variabilidade pode decorrer da alta rotagcdo de animais que ocorre nos abatedouros-

frigorificos, que servem como veiculos para estirpes de origens distintas que, ao se
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estabelecerem nesses ambientes, funcionam como reservatorios de genes de viruléncia e
de resisténcia, levando ao desenvolvimento de estirpes potencialmente patogénicas e
apresentando altas taxas de RA e MRA, como observado nos testes de resisténcia
antimicrobiana realizados no presente estudo. Essa heterogeneidade observada em E. coli
oriundas de fontes de alimentos e producgéo de alimentos de origem animal significa um
desafio para o estudo dessas estirpes, e também para a saude publica em funcdo do

potencial patogénico apresentado por esses microrganismos.

6.13. Pesquisa de capacidade de formacdo de biofilme in vitro de Listeria

monocytogenes

O isolado de L. monocytogenes analisado foi capaz de formar biofilme in vitro em
todas as condicbes de tempo e temperatura testadas, tendo sido classificado como
formador fraco de biofilme em todos os tempos analisados a 10°C e até 48 horas de
incubacdo na condicao de temperatura de 24°, passando a ser classificado como formador
de biofilme moderado a 72 horas nessa temperatura. Na temperatura de 37°C, o isolado
em questdo foi classificado como forte formador de biofilme apds 48 e 72 horas de
incubacdes. Os resultados de classificacdo de capacidade de formacéo de biofilme in vitro
do isolado de L. monocytogenes nas diferentes condicGes testadas estdo apresentados na

Tabela 9.

Os resultados de deteccao de capacidade de formacéo de biofilme, nas diferentes
condigdes descritas no presente estudo, do isolado de L. monocytogenes, estdo de acordo

com outros estudos que descreveram a capacidade de formacao de biofilme in vitro desse
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Tabela 9 - Resultado da classificacdo da capacidade de formacéo de biofilme in vitro de
acordo com o protocolo descrito por STEPANOVIC et al. (2000), do isolado de Listeria
monocytogenes submetidos a incubacéo a 10°C, 24°C e 37°C por 24, 48 e 72 horas.

Temperatura Tempo Classificacao

24h Fraco

10°C 48h Fraco
72h Fraco
24h Fraco

24°C 48h Fraco
72h Moderado
24h Fraco

37°C 48h
72h

microrganismo oriundo de alimentos prontos para consumo e outras fontes em diferentes
condicdes de temperatura (IN LEE et al., 2017; DAVANZO et al., 2021; RAMIRES et
al., 2021). Os resultados de melhor capacidade de formacéo de biofilme a 37°C quando
comparado com condicdes de incubacdo em menores temperaturas, porém, vai de
encontro com os resultados esperados, uma vez que esse microrganismo apresenta
diversos mecanismos de adaptacdo ao estresse de frio como alteracdes lipidicas de
membrana, expressao de peptideos crioprotetores e de proteinas relacionadas ao estresse
bacteriano (TASARA; STEPHAN, 2006; SANTOS et al.,, 2019), o que estimula a
formacédo de biofilme a baixas temperaturas e fazem com que esse microrganismo seja
um grande desafio na industria de producdo de alimentos de origem animal, cujos
ambientes sdo mantidos sob baixas temperaturas. Os resultados de capacidade de
formagéo de biofilme em temperaturas mais baixas testadas no presente estudo sugerem
que se trata de um isolado competente na inducéo desses fatores de resposta ao estresse
de frio. Além disso, os resultados descritos no presente estudo demonstram a capacidade
de formacdo de biofilme em condigdes diversas de temperatura e tempo de incubacéo,
além da demonstracdo de capacidade de formacdo de biofilme a 37°C, temperatura

préxima a do corpo humano, indicando que esse isolado possui boa capacidade de se
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adaptar a diferentes condicbes de temperatura, aumentando a possibilidade de
estabelecimento de biofilmes nos ambientes e levando a possivel persisténcia e
disseminacéo dessa estirpe. Esses resultados de capacidade de formacéo de biofilme in
vitro em todas as condigdes de temperatura e tempo testados, associados a
multirresisténcia antimicrobiana apresentada e a alta capacidade de adesdo e invasao
celular apresentadas por esse isolado, que foi oriundo de alimento de origem animal
pronto para consumo, indicam tratar-se de um isolado de interesse por seu potencial

patogénico, representando assim possivel risco para a satde publica.

7. CONCLUSOES

A caracterizacdo de estirpes de E. coli oriundas de ambientes de abatedouros-
frigorificos de aves, bovinos e suinos, de carcacas suinas e de alimentos de origem animal
na regido do Distrito Federal evidenciou a ampla heterogeneidade desse microrganismo
presente nas fontes analisadas. Foram detectados isolados classificados como STEC,
EPEC, EHEC, EAEC e DAEC a partir da pesquisa de genes de viruléncia e padrdes de
adesdo celular em células Caco-2 nesses isolados, sendo este, até onde foi possivel
verificar, o primeiro estudo a investigar os padrdes de adeséo celular em isolados oriundos
dessas fontes na regido Centro-Oeste do Brasil. Isolados nédo classificados como
pertencentes aos patotipos investigados no presente estudo apresentaram presenca de
genes de viruléncia, genes de resisténcia antimicrobiana, resisténcia antimicrobiana
fenotipica e capacidade de formacgéo de biofilme in vitro, expressando potencial como
reservatorios de genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana e capacidade de
adaptacdo para disseminacdo nos ambientes através da capacidade de formacdo de

biofilme, significando assim riscos para a saude publica. O unico isolado que nao
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apresentou nenhum gene de viruléncia, apresentou fenotipo de MRA e alta capacidade de
formacéo de biofilme a 37°C, com expressdo de curli e celulose e morfotipo RDAR em
diferentes condi¢cbes de temperatura e tempo de incubacdo, demonstrando com isso seu
potencial como reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana associado ao potencial
para formacdo de biofilmes dentro da industria de producdo de alimentos.

Foi detectada producdo de ESBLs em isolados oriundos de todas as fontes
analisadas no presente estudo, exceto nos isolados oriundos de alimentos de origem
animal. Esses resultados, associados aos resultados de ampla disseminacao de fendtipos
de resisténcia a B-lactamicos e de deteccdo do gene ampC nos isolados circulantes nesses
ambientes e produtos demonstram a circulacdo de genes que conferem resisténcia a essa
importante classe de antimicrobianos na regido do Distrito Federal, sendo esse o0 primeiro
estudo que caracterizou fenotipicamente a presenca de ESBLs em isolados oriundos
dessas fontes na regido do Distrito Federal até onde foi possivel verificar, explicitando
com isso potenciais riscos a saude publica associados a RA a B-lactdmicos.

A deteccdo de MRA em quase todos os isolados analisados no presente estudo,
estando ela presente em todas as fontes analisadas, demonstram o risco relacionado a
emergéncia e circulacdo de estirpes multirresistentes na regido, especialmente em
ambientes de producdo de alimentos de origem animal, que sdo importantes fontes de
contaminacdo cruzada dos alimentos, significando potencial risco para a satde publica.

A capacidade de formacao de biofilme in vitro detectada nos isolados de E. coli,
com maior proporcdo de isolados oriundos de amostras de ambientes de abatedouros
frigorificos como formadores fortes de biofilme, quando comparado com isolados
oriundos de amostras de carcagas suinas e alimentos de origem animal, sugerem a maior
adaptacdo desses isolados as condigdes ambientais adversas através da formacdo de

biofilmes. A capacidade de formacdo de biofilmes a 10°C desses isolados representam
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desafios para a industria de producdo de alimentos de origem animal, uma vez que essa
capacidade pode levar a manutencao e disseminacdo dessas estirpes nesses ambientes.
Além disso, a capacidade de formacdo de biofilme a 37°C observada em diversos dos
isolados de E. coli analisados representa riscos para a saude publica, uma vez que a
expressdo dessa capacidade se relaciona com isolados potencialmente patogénicos. A
expressdao de curli e celulose em diferentes condi¢cGes de temperatura observadas no
presente estudo sugerem a capacidade de adaptacdo desses isolados em diferentes
condicdes de temperatura, auxiliando na persisténcia e disseminacdo dessas estirpes nos
ambientes.

A caracterizacdo do isolado de L. monocytogenes a partir da pesquisa de
resisténcia antimicrobiana fenotipica, pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana e
pesquisa de capacidade de adesdo e invasdo celular associada ao sequenciamento do gene
inlA evidenciaram a ocorréncia de um isolado potencialmente patogénico presente em
alimento pronto para consumo de origem animal comercializado na regido. A detecgédo
de MRA, associada com a alta capacidade de invasdo celular e com a capacidade de
formacédo de biofilme in vitro descritos neste isolado evidenciam os potenciais riscos a
populacdo representados por esse isolado, especialmente considerando grupos de risco.
Os resultados de MRA em um isolado com capacidade de formacao de biofilme descritos
no presente estudo sugerem a circulacdo de estirpes que podem agir como reservatorios
de genes de viruléncia, e a determinacdo da capacidade de formacdo de biofilme desse
isolado sugere capacidade de adaptacdo ambiental, significando riscos para a saude
publica.

A deteccdo e caracterizacdo de isolados de E. coli oriundos de ambientes de
abatedouros frigorificos de aves, bovinos e suinos, carcagas suinas, e alimentos de origem

animal, e a caracterizagdo de L. monocytogenes oriunda de alimentos de origem animal,
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relacionado a pesquisa de fatores de viruléncia, resisténcia antimicrobiana e capacidade
de formacdo de biofilme, sdo importantes para a vigilancia sobre os potenciais riscos aos
quais a populacdo consumidora pode estar exposta, oferecendo dados para investigacdes
epidemioldgicas de fatores de risco relacionadas a circulacdo de microrganismos
potencialmente patogénicos, e sobre o cenario da RA em estirpes oriundas de fontes
relacionadas a cadeia de producdo de alimentos de origem animal, e com isso apoiar
tomadas de decisdo dentro da industria de producdo de alimentos de origem animal para

mitigacdo de riscos em um contexto multifatorial de satde Unica.
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Anexo | — Resultados das analises estatisticas realizadas no software SAS® para
comparacdo entre capacidade de formagdo de biofilme e temperatura, tempo de
incubacdo, expressao de curli e celulose e capacidade de adesdo em células da linhagem

Caco-2.

Distribuigdo de Densidade de &_Caco por Biofilme

The Mixed Procedurs

Model Information

Data Sat WORK EMN
Dependent Variable o0
Covariance Structure Diagonal
Estimation Method REML

Residual ¥ariance Mothod Profie
Fixed Effects SE Method W ooisl Based
Degress of Freedom Method | Residual

Class Level Information
Class Lovols Yalues

Temp & 1024 37
Hora 5 244872
Dimensions

Cowariance Parametors 1
Columnes in X 16
Colummns in Z

Subjocts 1
Mlax Obs por Subject | 275

Wumber of Observatons
Number of Observations Read Ire
Mumber of Obsarvaticns Used 214
Number of Observations Mot Used | O

Covariance Paramoter Estimates
Cov Pam Estimato
Residual il Ly

Fit Seatistics
-2 Res Log Likelihood | 0.8
AIC (Smalior is Bottor) | 28
AICC (Smaller is Bether) 2.8
BIC [Smallor is Bottor) | 6.4

Type 3 Tests of Fixed Effocts

Effoct Mum OF DenDF FValue| Pr=F
Temip z 2T BA | Q.00
Hora 2 IT0 084 | 04345
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Temp*Mora 4 2! 056 0B
Leoast Squares Means

Bffect | Temp | Hora| Estimate | Standard Bmor | OF | t Value | Prs [g

Temp | 10 01485 QZITA 20 626 <0001

Temp |24 D240 Q0273 270 10.40 | <0001

Temp |37 RET Q0273 270 B.EG | <0000

Hora ' £ 0188 Q0TI 20 6T | <0000

Hora 48 AT Q0273 20 7.0 | <0001

Hora 7 D208 Q02T 20 BT | <0000

Tomp'Hora | 10 |24 D125 Q04110 20 274 | D00EE

Tomp'Hora | 10 |48 0160 Q04110 20 391 | 0000

Temp'Mora |10 |72 DT Q04110 270 419 | <0001

Temp'Mora |24 |24 D265 Q04110 20 524 | <0001

Temp'Mora |24 |48 D23 Q04110 270 545 | <0001

Temp'Mora |24 |72 03010 Q04110 270 7.2 | <0001

Tomp'Hora |37 |24 01488 Q04110 270 368 | L0003

Tomp'Hora |37 |48 REL Q04110 270 329 | 00011

'I'-qu:ﬂim._:'ﬂ' 7 01321 Q04110 20 321 | 00018

D of Least Squares Moans
Standard Pr> |

Effect Temp Hora _Temp _Hora Estimate Error | OF |tValwe|  |f | Adjustment | AdjP
Temg 10 24 000826 003386 270 | 283 00037 | Tukey o103
Temg 10 a7 Q008445 OUONASE | 270 | 028 | 07798 | Tukey DE5T1
Temg 24 a7 01077 QUEI38E (270 221 00015 | Tukey 00042
Hora 24 48 001398 Q0366 | 270 | D43 QETTS | Tukey 0Le0RG
Hora 24 T2 0257 003386 | 270 | 12T 02087 | Tukey 04143
Hora a8 T2 000855 QUGS | 270 | -0AS | 09550 | Tukey LETI0
Temp'Hora 10 24 10 48 004810 OOSE1Z (270 083 04086 | Tukey 08980
Temp'Mora 10 24 10 7@ 008880 OOS81Z (270 103 03097 | Tukey 0526
Temp'Mora 10 24 24 M 01030 0OSBMZ | 270|177 | 00778 | Tukey Lo
Temp'Mora 10 24 24 48 L0104 0OSEM2 | 270 | -192 | 00863 | Tukey 05027
Temp'Mora 10 24 24 T2 LU1BBS . OUOSBMZ | 270 | 324 | 0.0013 | Tukey L0358
Temg'Mora 10 24 37 24 000734 QOS82 (270 064 08212 | Tukey e
Temp'Mora 10 24 37 48 00EET1 QOSENZ (270 | 098 | 06563 | Tukey 1.0000
Temg'Mora 10 24 37 T2 001962 QOS82 (270 | 034 07360 | Tukey 1.0000
Temp'Hora 10 48 10 T2 000180 OOS8IZ 270 020 08383 | Tukey 1.0000
Temp'Hora 10 48 34 34 008486 QOS82 270 | 094 03481 | Tukey 00003
Temp'Hora 10 48 34 48 006331 QOSEIZ (270 108 02770 | Tukey 05754
Temp'Hora 10 48 24 T2 L1404 DO5BIZ | 270 | 243 | 00984 | Tukey 0LETES
Temp'Hora 10 48 37 24 0.0077 005812 | 270 | 018 | 0882 | Tukey 1.0000
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Distribuigdo de Densidade de C_Caco2 por Biofilme
The FREQ Procedure

Frequency | Table of Fimbria by Biofilme
Expected [
Devi Biofilme '
Cell Chi-Square  Fimbria| NOP  YES Total
Row Pct ' NOP ‘ ] 76 84
Col Pet |4.0645 TO935
39366 .3935
38106 0.1938
430 4086 4516
952 048
8885 4294

| YES ‘ 1 101 102
49355 87.068
-3935: 3.6356
3.1381 0.1598
054 5430 65484
098 %902
1111 5706

Total o 177 188
484 5616 10000
Frequency Missing =93

Statistics for Table of Fimbria by Biofilme

Statistic 'O Valuse| Prob
' Chi-Square 171 73000 00088
Likelihood Ratio Chi-Square 1 79688 00047
Continuity Adj. Chi-Square 1 55644 00183
Mantel Haenszel Chi-Square | 1 fmir ] ooom
Phi Coefficient T aeen|
' Contingency Cosfficient IR
CramersV T areer

wwm:mam.ulhh:nnmdwmlm.
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test
' Coll (1.1) Froquency ()| 8
Leftsidod Pre=f | 09904
Right.sided Pr >= F 0.0080 |

[
| Table Probability (P) | 0.0074
[ BT |

Twosided Pre=p 00118
Effective Size = 188
Fr-ql-s'-;rzslnnxﬂ

WARNING: 33% of the data are missing.
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HOP HOP
YES
Total
YES . HOP

YES

Total
Total  HOP

Total

Distribuigdo de Densidade de &_Caco por Biofilme

ELEE e

1
2

T
185

The FREQ Procodurns

430
4088
4516

054
84.30
84 84

484
9816

100.00

Table of Fimbria by Biofilme
Snd Coll
40845 39358 2M022 1a05
T9.055  -BA08E 27022 0 1938
4.6058  -BO35E 2022 L1381
aF.0645 34358 2W022 01586
Freguency Missing = 83

Statistics for Table of Fimbria by Biofilme

Statistic
Chi-Square

Likelihood Ratic Chi-Square

Continuity Adj. Chi-Square

Mantol-Haonsrel Chi-Square

Phi Coefficiont
Contingency Coofficiont
Cramar's ¥
WARNING: 50°% of the colls have expected counts less

DE
1
1

Valua
T30
7.9589
5 Bidd
2827
01581
Q1544
01581

Prob
0.0064
0.0047
0013
Q.00

than 5. Chi-Sguare may not be a valid test.

Fisher's Exact Test

Cell {1.1) Frequancy (F)

Left-sided Pr <= F
Right-sided Pr>=F

Table Probability (F)
Two-sided Pr<=P

Effective

Freguency

o s

il
.00en

00074

oane

Size = 108
ing = B3

Row Column
Fimbria Bicfilme Frequency Expected Deviation Residual Chi-Square Porcent | Percont  Percont

g9.82
S 48
10000
0488
£9.02
100,00

- ELE]
4284

1111
ET.08

100,00
10000
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Distribuicao de Densidade de C_Caco2 por Biofilme

The FREQ Procedure

Frequency Table of Celulose by Biofilme

Expected [

Cell Chi-Square | Celulose NOP YES Total

:’o':::l noP & 102 108

Col Pt | 52268 102.77
|0.7742 0774

0.1147 | 0.0058

323 5484 5808

556 0444

6567 5783

YES 3 % 78

37742 74228

0774 0.7742

0.1588 0.0081

Statistics for Table of Celulose by Biofilme

Statstic 'OF| value| Prob
' Chi-Square |1 02874 | asera
Likolihood Ratio Chi-Square | 1| 0.2043 | 0.5675
'Continuity Adj. Chi-Square | 1 00361 08484
'MantelHaenszel Chi-Square | 1 02889 05609
Phi Coefficient | aoaes| |
ICOancyCodﬁd'm . ‘ 040193.

' Cramer's V || ooma|

WARNING: 26% of the cellz have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher's Exact Test |
| Cell (1,1) Frequency (F) | &
| Left-sided Pr <= F | 0.80c2

Rightsided Pro=f | 04321
I
| Table Probability (P) | 02413

| Two.sided Pr<=pP 07384

Fm-suymﬁﬁ :;3“

WARMING: 33% of the data are missing.
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Total

YES HOP

YES
Total
Todal WOP

Distribuigdo de Densidade de &_Cacol por Biofilme

The FREQ Procodurs

Tabile of Colulose by Biofilme

Ceolulose | Biofilme | Frequency | Expected | Dewiakion Hni::: Chl-ﬂquc-.: P
. i uzsa' 07742 D.U5361 I:l.1'ld-i".
02 1028 | 07742 005361 0005
108
i AFrax | OTH42 | 005361 01588
T6| TaxaBm | 0TT42 | 05361 0. CoVA el
Ta
f
e
186
Freguency Missing = 53

Statistics for Table of Celulose by Biofilme

Statistic
Chi-Squara

Likelihood Ratio Chi-Square

Continuity Adj. Chi-Square

Mamnbel-Haonszel Chi-Sguars

Phi Coefficient
Contingency Coofficiont

Cramar's ¥

DF
1
1

Valse
02874
02543
00381
02868
fallii e
il -]
Q.03

Prob
0.8819
08875
08404
0.5529

WARNING: 25% of the colls have expected counts less

than §. Chi-Square may not be a valid test.

WARNING: 33% of the data are missing.

Fisher's Exact Test
Call {1,1) Froquancy iF)

Leftsided Pr <= F
Right-sided Pr >= F

Tabile Probability (F)
Two-sided Pr<= P

Oans
04321

02413

0T 364

Miimibl- 186

Ing =83

wroant
323
54 84
5806
161
4052
41.84
484
9816

Row | Column
Percent | Percent

5.66
444
100.00
EN-]
96,18
100.00

B BT
ET.63

X33
4237

0000
100,00
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Distribuicio de Densidade de C_Caco por Biofilme

The LOGISTIC Procedun:

Miodel information
Crata Sot WORKLEMI1
Response Variable .E-I:HTI'I!
Number of Rosponse Lovels - z
Model .I:n-ryh:w
Optimization Techniguee -Fi:hm‘: EOONing

Mumiber of Observations Road 279
Mumiber of Observations Used 279

Responsa Profile

Ordered Total
Value | Biofilme | Froquency

1|mp 14
z|-.'Es 265

Probability modeled is Biofilme="YES'.

Model Convergence Status
Corvergence critenon [GCONY=1E-8) salisfisd.

Model Fit Statistics

Intorcept and
Critericn  Intorcept Only |  Cowvariaios

alc 113066 B OTE
sC 118897 56,338
=2 Log L 111,066 BE OTE

Testing Global Null Hypothesis: BETA=0

Test |m.-sq.m nr|pr=-.:msq_
Likelihood Ratio | 260002 | 1 <0001
Scorn | WAM | 1 <0001
Wald | 100885 1 20001

Analysis of Maximum Likelikood Estimates

Standard Wald
Paramater | OF | Estimate Emor  Chi-Square Pr > ChiSg
Intercept 1| B80T | 23747 11,762 OLOD0E
C_Caco2 1 0830 o0d1 18.BES5 =000

Odds Ratic Estimates
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BE% Wald
Effoct Point Estimate Confidence Limits

G_Caco? 1201 1106 1.304

Azzaciation of Predicted Probabilitios and
Obsorved Responsos

Percont Concordant | 846 Somers"D 0716

Percont Discordant | 130 | Gamma D734

Percont Tied 25 Tau-a (el
Pairs 370 o DASE
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Anexo Il — Alinhamento de aminoéacidos derivados do alinhamento de nucleotideos dos fragmentos do gene inlA do isolado de Listeria
monocytogenes. O alinhamento foi realizado com o programa BioEdit®, destacando regiGes conservadas e possiveis mutacdes associadas a
viruléncia da bactéria. Pontos indicam homologia com a cepa de referéncia (Listeria monocytogenes EGD-e, nimero de acesso: CP023861,
disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP023861.1/).
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Anexo Il — Alinhamento de aminoacidos derivados do alinhamento de nucleotideos do gene inlA do isolado de Listeria monocytogenes. O
alinhamento foi realizado com o programa BioEdit®, destacando regiGes conservadas e possiveis mutacdes associadas a viruléncia da bactéria.
Pontos indicam homologia com a cepa de referéncia (Listeria monocytogenes EGD-e, niumero de acesso: CP023861, disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP023861.1/)
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