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RESUMO

As doengas de origem alimentar constituem um grave problema de satde ptblica, e os
animais produtores de alimentos sdo uma das principais fontes de contaminacao.

Neste estudo foram caracterizadas fenotipica e genotipicamente estirpes de Escherichia
coli (E. coli)e Salmonella spp. isoladas de fezes (n=100) e de carne (n=52) de suinos.

Relativamente a qualidade microbiolégica, baseada na contagem de E. coli (ufc/g), 7,7%
das amostras de carne foram classificadas como insatisfatérias. A bactéria Sa/monella spp. foi
identificada em 5,8% das amostras de carne analisadas, mas ndo nas fezes. Em 69,2% das amos-
tras de carne e em todas as de fezes foi isolada E. coli, tendo sido detetada E. coli produtora
de toxina Shiga (1,9%) e E. coli enterotoxigénica (3,9%) nos isolados de fezes. Todos os isolados
de E. colisequenciados apresentaram genes de viruléncia de £. coli patogénica extraintestinal,
sendo csgA e fimH os genes mais frequentes (presentes em mais de 90% dos isolados). A di-
versidade de serotipos e de sequéncias tipo foi elevada. A resisténcia a antibioticos foi obser-
vada em 75,0% das estirpes de E. coli (40,7% multirresistentes - MDR) e em duas das trés es-
tirpes de Sa/monella spp. isoladas de carne (ambas MDR) e em 71,8% (51,4% MDR) das estir-
pes de E. coli isoladas de fezes. As resisténcias a tetraciclina, ampicilina e sulfametoxazol fo-
ram as mais frequentes, e foram identificados trés isolados produtores de B-lactamases de es-
petro alargado (ESBL). A analise filogenética das estirpes de E. coli permitiu identificar quatro
clusters. No caso das estirpes de Salmonella spp., ndo foram identificados c/usters.

A presenca de E. colipatogénicas, Salmonella spp. e isolados MDR nas amostras de fezes
e de carne de porco, destaca o seu papel como uma potencial fonte de transmissdo ao Homem.
Este estudo evidencia a necessidade de colaboracao entre as varias componentes no ambito do
conceito One Health, de modo a estabelecer estratégias de monitorizagdao "do prado ao prato”,

garantindo a seguranca alimentar e promovendo a satide publica.

Palavras-chave: Escherichia coli; Salmonella spp.; Resisténcia a antimicrobianos; Suinos;

Seguranga dos alimentos; WGS.
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ABSTRACT

Foodborne diseases are a serious public health problem, with food-producing animals
considered a primary source of contamination.

In this study, Escherichia coli (E. coli) and Salmonella spp. isolated from faecal samples
(n=100) and from raw pork meat (n=52) were characterised phenotypically and genotypically.

According to their microbiological quality, based on the number of E. coli (cfu/g), 7.7%
of the meat samples were classified as unsatisfactory. Salmonella spp. was detected in 5.8% of
the meat samples but not in faeces. E. coli was isolated in 69.2% of meat samples and in all
faeces, with Shigatoxin-producing £. coliand enterotoxigenic £. colidetected in 1.9% and 3.9%
of the faecal samples, respectively. Sequenced £ coliisolates (14 from meat and 47 from faeces)
revealed virulence genes for extraintestinal pathogenic E. coli, being csgAand fimH genes the
most frequent (present in more than 90%). A high diversity of serotypes and sequence types
was identified. Antibiotic resistance was observed in 75.0% of the E. coli (40.7% multidrug
resistant - MDR) and in two of the three Sa/monella spp. strains isolated from meat (both
MDR), and in 71.8% (51.4% MDR) of the E. coli strains isolated from faeces. Tetracycline, am-
picillin, and sulfamethoxazole resistance were the most common. Three extended spectrum f3-
lactamase (ESBL)-producing isolates were identified. The phylogenetic analysis revealed four
distinct E. coli clusters and none for Sa/monella spp.

The presence of pathogenic and MDR E. coli and Salmonella spp. in faeces and meat
collected from pigs highlights the role of this animal as a potential source of human contami-
nation. This study shows the critical importance of a One Health approach, emphasizing the
importance of collaboration and information sharing amongst all sectors, in order to develop

monitoring strategies from farm-to-fork, ensuring food safety and promoting public health.

Keywords: Escherichia coli; Salmonella spp.; Antimicrobial resistance; Pigs; Food safety,
WGS.
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https://unlpt-my.sharepoint.com/personal/cama_goncalves_fct_unl_pt/Documents/Ambiente%20de%20Trabalho/Caracterização%20fenotípica%20e%20genotípica%20de%20estirpes%20de%20Escherichia%20coli%20e%20Salmonella%20spp.%2063786_Rev%20AP_ALL.docx#_Toc156291229
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INTRODUCAO

1.1 Importancia da Seguranca Alimentar

A seguranca dos alimentos (food safety) € uma parte essencial da seguranca alimentar
(food security), sendo fundamental para a promogdo da satude publica (Abebe et al, 2020;
Akbar & Anal, 2011; Hemalata & Virupakshaiah, 2016; Karimi, 2022). Adicionalmente, esta
também interligada com outras dreas essenciais para a vida, como a nutricdo, o desenvolvi-
mento socioeconémico e a sustentabilidade ambiental (WHO, 2022).

E desejo do consumidor que os produtos alimentares sejam seguros, ou seja, livres de
microrganismos patogénicos, residuos quimicos e quaisquer outros contaminantes (Karimi,
2022). A garantia da seguranca dos produtos alimentares depende da implementacao de me-
didas preventivas, nomeadamente pela definicio de normas de seguranga alimentar. Essas
normas estabelecem critérios que visam promover a seguranca sanitdria dos alimentos, a pro-
tecdo dos consumidores e garantir praticas justas no comércio de alimentos (DGAYV, 2021a).

Em 1963, a Organizacao das Nag¢oes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) e a
Organizagdo Mundial de Satide (OMS) criaram a Comissdo do Codex Alimentarius (DGAV,
2021a; FAO & WHO, 2023). Este conjunto de normas, c6digos, diretivas e recomendagdes in-
ternacionais, que tem tido diversas atualizacdes ao longo do tempo, é crucial para assegurar
que os alimentos tenham qualidade e sejam seguros para consumo humano (DGAV, 2021a;
FAO & WHO, 2023). Neste sentido, é fundamental que os governos promovam politicas ali-
nhadas com as normas internacionais estabelecidas pela Comissao do Codex Alimentarius, de
modo a promover um sistema alimentar global mais seguro, saudavel e sustentavel (DGAYV,
2020; FAO & WHO, 2023).



1.2 Doengas de Origem Alimentar

As doengas de origem alimentar sdo definidas como doengas de natureza infeciosa ou
toxica causadas pelo consumo de alimentos ou 4gua contaminados (Abebe et al, 2020).

De acordo com os tltimos dados da OMS, é estimado que anualmente existam 600 mi-
lIhoes de casos de doengas provocadas pela ingestao de alimentos contaminados a nivel mun-
dial, dos quais 420 000 resultam em morte. Destes casos de doenga, 40% ocorrem em criangas
com menos de cinco anos, e provocam 125 000 mortes (FAO & WHO, 2023).

As doengas transmitidas pela via alimentar sdo geralmente provocadas pela presenca de
microrganismos infeciosos (como bactérias, virus, fungos e parasitas) ou de agentes quimicos
(como toxinas naturais, poluentes de origem industrial, contaminantes resultantes do proces-
samento alimentar, pesticidas, residuos de medicamentos veterindrios e alergénios) nos ali-
mentos e na dgua que sdo consumidos pelo Homem (ASAE, 2023; DGAYV, 2020).

As bactérias constituem um dos principais agentes biologicos causadores de doencas de
origem alimentar, ndo s6 em niimero como também em frequéncia (WHO, 2022). Os alimentos
podem ser contaminados em diferentes fases da cadeia alimentar, num conceito “do prado ao
prato”, ou seja, desde a produgdo primdria, a transformagcdo, a distribuigdo e a preparagdo, até
ao momento em que existe consumo do alimento (CDC, 2022b; Hemalata & Virupakshaiah,
2016). Neste contexto, todos os intervenientes, como os consumidores, os operadores do setor
alimentar, os manipuladores de alimentos, os parceiros politicos, entre outros, sdo responsa-
veis por garantir a seguranga dos alimentos (Correia et al, 2019). Na producdo primdria, a
contaminacdo pode ocorrer durante a fase de alimentacdo dos animais ou através do meio
ambiente onde estes se encontram inseridos. Por outro lado, a eliminacao de excrementos ani-
mais para os cursos de dgua ou a sua utilizacdo como fertilizantes agricolas, sem qualquer
tratamento prévio, constituem uma potencial fonte de contaminagao dos alimentos de origem
vegetal e da dgua de irrigagdo (Machado-Moreira ef al,, 2019). Durante o processo de abate, a
fase de evisceragdo pode constituir outra fonte de contaminagdo dos produtos de origem ani-
mal, especialmente quando ndo sdo mantidas as condi¢des de higiene adequadas. Ao longo
da linha de abate, as bactérias presentes no contetido intestinal dos animais podem ser facil-
mente transferidas para as carcagas, levando a contaminacdo do produto alimentar final
(Abebe et al, 2020; Adzitey ef al, 2021). Nos processamentos adicionais, os microrganismos
presentes em outros produtos agricolas crus ou em superficies de contacto com alimentos,
podem também ser importantes fatores contaminantes (CDC, 2022b). Por fim, aquando da
preparagdo dos alimentos (em cozinhas de caferings, de restaurantes, de casas particulares),
0s microrganismos podem ser transferidos de um alimento para outro, através da utilizagao
inadequada de utensilios de cozinha, ou pela manipulac¢do de alimentos por pessoas infetadas
(CDC, 2022b; Machado-Moreira et al, 2019).



Quando pelo menos duas pessoas desenvolvem a mesma doenga de origem alimentar,
ap0s terem ingerido ou bebido os mesmos alimentos contaminados, estamos perante um surto
de origem alimentar (EFSA, 2014).

O consumo de alimentos crus, a ocorréncia de contaminag¢des cruzadas, o armazena-
mento impréprio dos alimentos, as més praticas de higiene pessoal por parte dos manipula-
dores, o arrefecimento e reaquecimento inadequados dos alimentos, e o intervalo de tempo
prolongado entre a preparacdo e o consumo dos alimentos foram mencionados como alguns
dos fatores que contribuem para a ocorréncia de surtos de origem alimentar (Abebe ef al,
2020).

Desta forma, a implementagdo de boas préticas de higiene, nos sectores alimentar e agri-
cola, é crucial para reduzir e evitar a propagacado de surtos e de doencas transmitidas pela via
alimentar (DGAYV, 2020).

A diversidade e a gravidade das doencas de origem alimentar, aliadas a complexidade
da cadeia de produgao alimentar, evidenciam a necessidade de uma abordagem integrada e
multidisciplinar, baseada na colaboragdo e partilha da informacao entre as componentes hu-

mana, animal e ambiental, no &mbito do conceito One Health (Correia et al., 2019).

1.3 Bactérias Patogénicas de Origem Alimentar

Nos tltimos anos, os microrganismos patogénicos de origem alimentar tornaram-se um
problema de satide publica mundial, e o seu impacto na satide (taxa significativa de morbili-
dade e mortalidade) e na economia tem sido cada vez mais relevante (Abebe et al., 2020; Akbar
& Anal, 2011).

A maioria dos microrganismos patogénicos associados a surtos de origem alimentar tém
uma origem zoonotica, ou seja, 0 seu reservatdrio natural sdo os animais. Tendo isto em con-
sideragdo, os alimentos de origem animal representam uma das principais fontes de contami-
nagdo associadas a doengas de origem alimentar (Abebe et al, 2020).

Apesar de os dados da OMS evidenciarem que a Europa € a regido em que o impacto
econdémico das doengas de origem alimentar é o mais baixo, a nivel mundial, estas doencas
sdo um problema de satide publica disseminado e grave (WHO, 2015; Correia et al, 2019).

De acordo com o dltimo relatério anual de monitoriza¢do de zoonoses, elaborado pela
Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) e pelo Centro Europeu de Prevencao
e Controlo das Doencas (ECDC), foram reportados mais de 200.000 casos de doengas zoondti-
cas em humanos na Unido Europeia (UE) em 2021 (EFSA&ECDC, 2022). A maioria dos surtos

de origem alimentar estdo associados a infe¢des por Campylobacter spp., Salmonella spp.,



Yersinia enterocolitica, Escherichia coli produtora da toxina Shiga e Listeria monocytogenes
(EFSA&ECDC, 2022).
Tendo em consideragdo que o presente estudo incide sobre as bactérias Escherichia coli

(E. coli) e Salmonellla spp., nos capitulos seguintes apenas serdo abordadas estas bactérias.

1.3.1 Escherichia coli

1.3.1.1 Caracterizagdo de E. coli

A bactéria Bacterium coli commune foi identificada pela primeira vez em 1885, apds o
bacteriologista Theodor Escherich ter isolado uma bactéria em forma de bastonetes em amos-
tras fecais de criangas (Escherich, 1885). Em 1920 a bactéria foi renomeada, e passou a ser
designada como Escherichia coli (ICMSF, 1996). Esta bactéria é Gram-negativa, da familia £n-
terobacteriaceae, nao esporulada e que, estruturalmente, tem a forma de bacilo coliforme. E
anaerdbia facultativa, geralmente mével, devido a presenca de mdltiplos flagelos, e cresce
numa ampla gama de temperaturas (entre 7 e 45°C), sendo a temperatura 6tima de crescimento
entre os 35 e 40°C (Allocati ef al, 2013; Parija, 2012; Poli ef al, 2005). Cresce facilmente em
meios de cultura ou meios sintéticos simples, apenas com glicerol ou glicose como o tinico
nutriente. E fermentadora de lactose e glucose, catalase positiva e citocromo c-oxidase nega-
tiva (Aryal, 2022¢; Parija, 2012). Esta bactéria é indicadora de contaminagao fecal em dguas e
alimentos, refletindo o estado sanitario e de seguranca dos mesmos (Ghafir et a/., 2008).

As estirpes de E. coli podem ser classificadas serologicamente com base nas diferengas
dos antigénios sométicos (O) e flagelares (H), de acordo com o esquema de serotipagem de-
senvolvido em 1947 por Kauffmann (Kauffman, 1947). O conjunto de estirpes caracterizadas
pelo mesmo antigénio O constitui um serogrupo, enquanto a combinagao especifica dos anti-
génios O e H define o serotipo (Sora ef al, 2021). Associar uma estirpe de E. coli a um sero-
grupo ou serotipo especifico pode fornecer alguns indicios sobre a presenca de determinados
fatores de patogenicidade e sobre a capacidade de causar sintomas especificos no ser humano.
No entanto, o serotipo, por si s6, ndo € suficiente para identificar caracteristicas genotipicas ou
definir o grau de patogenicidade de E. coli. Por exemplo, devido ao fenémeno de transferéncia
horizontal de genes entre as bactérias, € possivel que estirpes com caracteristicas fenotipicas
idénticas (ou seja, com o mesmo serotipo) apresentem diferencas genotipicas (por exemplo,
diferentes fatores de patogenicidade) (Sora et al, 2021).

Neste sentido, e para além do esquema de classificagdo de Kaufmann, os isolados de E.
coli podem ser classificados em patotipos, com base no seu perfil patogénico, que considera
os fatores de viruléncia e as doengas associadas, principalmente no caso das infe¢des clinicas
(Geurtsen et al, 2022; Kaper et al, 2004; Sora et al.,, 2021).



1.3.1.2 Estirpes patogénicas e mecanismos de patogenicidade

A bactéria E. coli faz parte da microbiota intestinal dos seres humanos e dos animais de
sangue quente. No entanto, apesar de a maioria das estirpes de E. coli serem comensais, algu-
mas desenvolvem e apresentam mecanismos patogénicos que podem ser transmitidos ao Ho-
mem, a diversas espécies animais e ao ambiente (Adzitey et al, 2021; Geurtsen et al, 2022).
Cada patotipo de E. coli tem associado mecanismos de patogenicidade caracteristicos e apre-
senta um perfil especifico de fatores de viruléncia (Pakbin et a/, 2021a).

Diversas caracteristicas conferem patogenicidade a bactéria E. cofi, desde a producao de
toxinas, a presenca de proteinas envolvidas na adesdo, colonizagdo e invasao celular (Pakbin
et al, 2021a; Sarowska et al, 2019; Sora et al, 2021). Estes fatores de patogenicidade sdo codi-
ficados por genes especificos localizados no cromossoma ou em elementos genéticos méveis
(plasmideos, transposdes, bacteriéfagos, ilhas de patogenicidade) das bactérias patogénicas
(Kaper et al, 2004; Pakbin etal, 2021a).

Com base na sua capacidade de causar infecdo dentro ou fora do sistema gastrointesti-
nal, podem ser definidos dois grupos principais de E. coli patogénicas: E. coli patogénica in-
testinal (IPEC) e E. coli patogénica extraintestinal (ExXPEC) (Kaper ef al, 2004; Sarowska et al,
2019; Sora et al., 2021).

No grupo IPEC, podem ser considerados seis patotipos: (1) E. coli enteropatogénica
(EPEC), (2) E. coli produtora de toxina Shiga/enterohemorragica (STEC/EHEC), (3) E. coli
enterotoxigénica (ETEC), (4) E. coli enteroagregativa (EAEC), (5) E. coli de adesdo difusa
(DAEC) e (6) E. colienteroinvasiva (EIEC) (Kaper et al, 2004; Sora et al, 2021) (Figura 1.1.).

Por outro lado, o grupo ExPEC integra os seguintes patotipos: E. coli uropatogénica
(UPEQ), E. coli associada a meningite neonatal (NMEC), E. coliassociada a sépsis (SEPEC), E.
coli patogénica avidria (APEC) e E. coli patogénica mamadria (MPEC), este tiltimo observado

em bovinos (Figura 1.1.) (Sora et al, 2021).



Escherichia coli

Patogénica

Figura 1.1. Classificagdo dos patotipos de E. coli (Adaptado de Sora ef al, 2021).

ExPEC, E.coli patogénica extraintestinal; UPEC, £. coli uropatogénica; NMEC, E. coli associada a meningite neo-
natal, SEPEC, E. coliassociada a sépsis; APEC, E. coli patogénica aviaria; MPEC, E. coli patogénica mamadria; IPEC,
E. coli patogénica intestinal; EPEC, E. coli enteropatogénica; STEC/EHEC, E. coli produtora de toxina Shiga/ente-
rohemorrdgica; ETEC, E. coli enterotoxigénica; EAEC, E. coli enteroagregativa; DAEC, E. coli de adesdo difusa;
EIEC, E. coli enteroinvasiva.

EPEC:

O patotipo EPEC é uma das principais causas de diarreia em criancas. Esta bactéria tem
a capacidade de colonizar o intestino, aderindo inicialmente a superficie do epitélio intestinal
sob a forma de microcélonias localizadas (aderéncia localizada). Numa fase posterior, induz o
aparecimento de uma lesdo tipica nas células intestinais, denominada affaching and effacing
lesion (A/E). Os sintomas mais comuns da infe¢ao por EPEC incluem diarreia aquosa e mu-
cosa, mas sem sangue, febre, mal-estar e vomitos (Food and Drug Administration, 2012;
Geurtsen et al, 2022; Kaper et al, 2004; Nataro & Kaper, 1998).

A identificagdo molecular de EPEC pode ser realizada, por exemplo, pela detecdo do
gene eae, o gene responsavel pela producao de intimina. Esta proteina liga-se ao franslocated
intimin receptor (Tir), sintetizado pela bactéria e responsavel pela sua aderéncia as células do
hospedeiro (Meng ef al, 2007; Nguyen et al, 2005; Thakur et al, 2018).

STEC/EHEC:

O mecanismo de patogenicidade de STEC ndo estd ainda completamente elucidado, ape-
sar de se terem identificado importantes fatores de viruléncia (Lee ef a/, 2020). A toxina Shiga
é codificada pelos genes stx, e representa o principal fator de viruléncia no patotipo
STEC/EHEC (Food and Drug Administration, 2012; Kaper etal, 2004; Thakur et al, 2018).

Apesar de todas as estirpes de STEC terem a capacidade de produzir a toxina Shiga, al-
gumas nao estdo associados a doengas humanas graves. Por este motivo foi criado o termo

EHEC, que integra as estirpes de E. coli produtoras da toxina Shiga, que adquiriram outros
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fatores de viruléncia especificos, associadas a doengas mais graves. O termo STEC, mais glo-
bal, compreende as duas categorias e é 0 mais amplamente utilizado (Joseph et a/, 2020; Kaper
et al., 2004).

As bactérias STEC/EHEC estao frequentemente associadas a surtos de doencas de ori-
gem alimentar e sdo consideradas de grande relevancia nas dreas da seguranga alimentar e da
satide publica. O serotipo mais frequente e mais conhecido é o O157:H7 (WHO, 2018b), mas
existem outros serogrupos (serotipos) que tém sido associados a importantes surtos, e inte-
gram o "Top 7" da vigilancia epidemioldgica de STEC /EHEC na Europa, nomeadamente na
area alimentar: O26 (O26:H11), 045 (O45:H2), 0103 (O103:H2), O111 (O111:H8), O121
(0121:H19), e 0145 (0145:H28) (EFSA&ECDC, 2022).

A infe¢do humana causada por STEC/EHEC pode apresentar um amplo espetro clinico.
De entres as situagdes clinicas mais graves, destaca-se a sindrome hemolitico-urémica (SHU),
em que os sintomas de diarreia, com ou sem sangue, podem progredir e dar origem a uma
doenga grave, caracterizada por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e lesao
renal aguda, que pode evoluir para faléncia renal (Food and Drug Administration, 2012;
Geurtsen et al, 2022). A incidéncia é maior em criangas com menos de cinco anos e mais fre-
quente nos meses quentes do ano (ECDC, 2022a).

A identificagdo molecular de STEC/EHEC pode ser realizada através da detecdo de ge-
nes stx, caracteristicos da presenca da toxina Shiga. Existem 2 tipos principais de stx (stxl e
5tx2) que estdo ainda subdivididos em subtipos (atualmente, 4 para stx1 e 15 para s£x2) (Lind-
sey et al,2023). Apesar da presenga do gene eaendo ser estritamente necessaria para caracte-
rizar E. coli como STEC /EHEC, a sua presenca indica que o isolado apresenta maior viruléncia
(EFSA, 2013; Joseph et al, 2020).

ETEC:

O patotipo ETEC € a causa mais comum de uma doenca conhecida como diarreia do
viajante (Thakur et a/, 2018). Esta bactéria coloniza o intestino delgado através de vérias fim-
brias de superficie, tendo capacidade de produzir toxinas que se podem distinguir com base
na resisténcia térmica, peso molecular e modo de acdo. As bactérias ETEC produzem duas
classes de enterotoxinas: as termoestaveis e as termoldbeis (Food and Drug Administration,
2012; Kaper etal,2004; Nataro & Kaper, 1998). Os sintomas mais comuns da infe¢do por ETEC
sdo diarreia aquosa e dor abdominal (Food and Drug Administration, 2012).

Para a identificagio molecular de E. coli enterotoxigénica podem ser detetados, por
exemplo, os genes, elte est, associados a expressdo das toxinas termolabeis e das toxinas ter-
moestaveis, respetivamente (Food and Drug Administration, 2012; Nguyen et a/, 2005; Thakur
et al., 2018).
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EAEC:

O patotipo EAEC € considerado um microrganismo patogénico emergente de origem
alimentar, principalmente associado a diarreia infantil persistente e aguda, e consequente-
mente a atraso no crescimento, em paises em desenvolvimento (Kaper ef al,, 2004; Thakur et
al, 2018). A agdo de EAEC envolve a adesdo ao epitélio intestinal através de fimbrias de adesao
agregativa I (reguladas pelo gene aggR), a formagdo de um biofilme espesso, e a produgao de
enterotoxinas e citotoxinas secretoras (Kaper ef al, 2004; Nataro & Kaper, 1998). As estirpes
de EAEC, tal como o nome indica, sdo caracterizadas pelo seu padrdo de aderéncia agregativa,
em que as bactérias aderem umas as outras, numa conformacao semelhante a "tijolos empilha-
dos" (conformacao stacked-brick), provocando a autoaglutinagdo dos enterécitos (Nataro &
Kaper, 1998; Parija, 2012).

Os genes aatA (gene responsével pela producido da dispersina do sistema de transporte)
e aggR (gene responsavel pela produgdo do fator de transcricio AggR, que ativa a transcrigdo
de diversos genes de patogenicidade), sdo caracteristicos da infe¢do por EAEC, e podem ser
utilizados para identificar estirpes tipicas da bactéria. O gene aaiC, pertencente ao grupo cro-
mossomico denominado Aai, e responsavel pela producdo de uma proteina secretada pelo
sistema de secrecdo de tipo IV codificado no agrupamento cromossémico Aai, pode ser utili-

zado para diferenciar estirpes tipicas e atipicas de EAEC (Boisen etal,2012; Jensen et al.,2014).

EIEC:

As estirpes de EIEC sdo pouco frequentes, tanto nos paises desenvolvidos como nos pa-
ises em desenvolvimento (Aryal, 2022a). O mecanismo de patogenicidade de EIEC é muito
semelhante ao das espécies de Shigella, partilhando de diversos fatores de viruléncia (Instituto
Superiore di Sanita, 2013; Kaper ef al,, 2004). Esta bactéria multiplica-se na mucosa do célon,
invadindo as células epiteliais adjacentes, e pode, eventualmente, causar uma tlcera no intes-
tino (Food and Drug Administration, 2012; Kaper efal, 2004; Nataro & Kaper, 1998). Os sin-
tomas mais comuns da infecdo incluem diarreia profusa, mucosa e sanguinolenta, febre e c6-
licas abdominais (Food and Drug Administration, 2012; Pakbin et al, 2021a).

Para a identificacio molecular de E. coli enteroinvasiva pode detetar-se, por exemplo, o
gene ipaH, responsavel pela produgdo da proteina efetora que inicia a cascata da ubiquitina,
associada ao processo de invasdo da bactéria as células hospedeiras (Instituto Superiore di
Sanita, 2013).

Na Figura 1.2. encontra-se um esquema representativo dos mecanismos de invasao de
células eucariotas pelos patotipos acima mencionados: ETEC, STEC/EHEC, EAEC, EPEC e
EIEC.
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Figura 1.2. Esquema representativo dos mecanismos de invasdo de células eucariotas pelos
patotipos ETEC, STEC/EHEC, EAEC, EPEC E EIEC (Adaptado de Nataro & Kaper, 1998).

ETEC, E. coli enterotoxigénica; STEC/EHEC, E. coli produtora de toxina Shiga/enterohemorragica;
EAEC, E. coli enteroagregativa; EPEC, E. coli enteropatogénica; EIEC, E. coli enteroinvasiva.

ExPEC:

O grupo ExPEC é responsavel por causar infe¢des fora do sistema gastrointestinal, no-
meadamente no trato urinario e no sistema circulatério dos seres humanos (e outros animais).
As infe¢Oes urindrias representam as infe¢des extraintestinais mais comuns no Homem, e sdo
causadas por estirpes designadas como UPEC (Meena et al, 2022; Sora et al., 2021).

Os fatores de viruléncia de EXPEC sdo numerosos, e podem ser divididos em cinco cate-
gorias principais: adesinas, codificadas, por exemplo, pelos genes fim, afa, dra, pap, sfa, foc,
iha, mat, crl, csg, agn43(flu); invasinas, codificadas, por exemplo, pelos genes ibeA, B C, siste-
mas de aquisicdo de ferro, os sideréforos, codificados, por exemplo, pelos genes iuc, era, irp,
iroN, chu, hma, sitA,B,C, proteinas protetoras, as protetinas, codificadas, por exemplo, pelos
genes tral , KpsMI-neuA, KpsMIl, ompA, iss, colV, cvaC; e toxinas, codificadas por genes
como pic, sat, vat, hlyA, cnf, cdt(Sarowska et al, 2019; Sora et al, 2021).

Para além da presenga de fatores de patogenicidade especificos destas bactérias, sdo ne-

cessarias caracteristicas especificas no hospedeiro para o desenvolvimento de doenca. Por essa



razdo, EXPEC sdo consideradas uma causa necessdria, porém nao suficiente, para a ocorréncia

de infe¢des extraintestinais por E. coli (Sarowska et al., 2019; Sora et al, 2021).

13.1.3 Epidemiologia

1.3.1.3.1 Reservatorios e Transmissao

A bactéria E. coli esta presente no trato intestinal dos humanos e de outros animais de
sangue quente (Poli efal, 2005).

A transmissdo desta bactéria ocorre principalmente por via fecal-oral, através do con-
sumo de alimentos contaminados com fezes de seres humanos ou animais, do contacto direto
entre pessoas, e do contacto direto com animais, principalmente em ambientes de produgao
agricola (WHO, 2018a; Manyi-Loh & Lues, 2023).

No caso particular de STEC/EHEC, o principal reservatério sdo os ruminantes, em par-
ticular os bovinos, seguido dos ovinos e dos caprinos (Abebe et al, 2020). Este patotipo € es-
sencialmente transmitido ao Homem através do consumo de alimentos contaminados, nome-
adamente através do consumo de carne de vaca crua ou mal-cozinhada, e do consumo de leite
cru e seus derivados (Abebe efal., 2020; ECDC, 2022a; FAO & WHO, 2022; WHO, 2018a).

1.3.1.3.2 Prevaléncia e surtos associados

O patotipo STEC/EHEC é um importante microrganismo patogénico de origem alimen-
tar, sendo responséavel por surtos em diversas regides do mundo. Foram notificados surtos na
Europa, nos Estados Unidos, no Canada, na Asia e na Austrélia (Abebe et al, 2020;
EFSA&ECDC, 2022).

A infecdo por STEC/EHEC foi a quarta infecdo gastrointestinal de origem alimentar
mais reportada em humanos na UE, em 2021 (EFSA&ECDC, 2022).

A notificacdo de infe¢des por STEC/EHEC, ao contrario do que acontece para os restan-
tes patotipos de E. coli, é obrigatéria em praticamente todos os paises na Unido Europeia (com
excegdo de Franca e Bélgica, onde é voluntdria), ndo s6 para a area clinica, mas também para
o setor alimentar e animal (ECDC, 2022a).

De acordo com o relatério anual epidemiolégico de monitorizagdo de infe¢des por
STEC/EHEC, o nimero de casos confirmados em 2021 foi de 6.534, o que corresponde a uma
taxa de notificacdo na UE de 2,2 por 100.000 habitantes. Este valor representa um aumento de
37,5% em relagdo ao ano de 2020 (ECDC, 2022a). De salientar que em 2020, o ECDC, registou
o menor niimero de casos em humanos desde o inicio da vigilancia de STEC/EHEC a nivel da
UE, o que podera ser explicado pela saida do Reino Unido da UE, bem como pelo impacto da
pandemia por COVID-19 (ECDC, 2022a).

Em Portugal, e de acordo com os registos oficiais, foram reportados dois casos clinicos
de infe¢des por STEC/EHEC em 2021, o que representa uma taxa de 0,02 por 100.000 habitan-
tes (ECDC, 2022a).
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Na Europa, em 2021 foram reportados 31 surtos de origem alimentar por STEC /EHEC,
que causaram 275 casos de doenga e 47 hospitalizagdes, ndo se registando mortes. A carne de
vaca e os produtos derivados, os produtos de origem vegetal (frutas e vegetais) e o leite cru e
derivados, foram os principais alimentos associados aos surtos de STEC/EHEC
(EFSA&ECDC, 2022).

1.3.2 Salmonella spp.

13.2.1 Caracterizacdo de Salmonella spp.

O género Salmonella foi descoberto pelo veterindrio Daniel Elmer Salmon e pelo seu
assistente, Theobald Smith, em 1884 (Salmon, 1884).

As espécies de Salmonella sdao bactérias Gram-negativas, ndo esporuladas, da familia
Enterobacteriaceae. Sao anaerdbias facultativas e apresentam motilidade peritrica (Jajere, 2019;
Talib et al, 2022; Uzairue & Shittu, 2023). Podem multiplicar-se numa ampla gama de tempe-
raturas (7 - 45°C), sendo a sua temperatura ideal de crescimento de 37°C (Uzairue & Shittu,
2023). Esta bactéria identifica-se bioquimicamente como positiva para catalase e vermelho de
metilo, e negativa nos testes de urease e oxidase. E um microrganismo geralmente produtor
de gas sulfidrico (H2S), que fermenta a glucose, mas ndo a lactose (Talib et a/, 2022).

Este género inclui duas espécies: Sa/monella (S5.) enterica e S. bongori. A maioria das
estirpes de Salmonella spp. responsaveis por infe¢des nos seres humanos (salmonelose) ou
outros animais de sangue quente pertencem a espécie S. entferica, que inclui seis subespécies:
S. enterica subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (Il), S. enterica subsp. arizonae (1lla),
S. enterica subsp. diarizonae (Illb), S. enterica subsp. houtenae (IV), e S. enterica subsp. indica
(V) (Ehuwa et al, 2021; Plawinska-Czarnak et al, 2022; Singh et al., 2018).

Com base no sistema de serotipagem de White-Kaufman-LeMinor, as seis subespécies
de &. enferica sdo ainda classificadas em diversos serotipos (ponto 3.6.2) (Grimont & Weill,
2007). Os mais de 2600 serotipos de S. enterica podem ainda ser subdivididos em duas catego-
rias principais: serotipos tifoides e ndo tifoides, sendo que ambos provocam doenga no Ho-
mem (EFSA, 2022). Os serotipos tifoides (S. Typhi e S. Paratyphi) estdo associados a uma do-
enca infeciosa potencialmente fatal, conhecida como febre tifoide ou paratifoide (EFSA, 2022;
Uzairue & Shittu, 2023). Os serotipos nao tifoides estdo associados, maioritariamente, a casos
de gastroenterite (EFSA, 2022; Uzairue & Shittu, 2023).

11



1322 Epidemiologia

1.3.22.1 Reservatdrios e Transmissdo

Embora o principal reservatério de Sa/monella spp. sejam as aves e 0s suinos, estas bac-
térias encontram-se amplamente distribuidas na natureza, sendo isoladas numa grande diver-
sidade de animais e no ambiente (Abebe ef al., 2020; EFSA, 2022).

Os serotipos de S. enterica subsp. enterica, que representam mais de 99,5% das estirpes
isoladas, bem como a subespécie salamae estdo maioritariamente associados a infecdes em
animais de sangue quente. Por outro lado, as subespécies arizonae, diarizonae, houtenae e
indica estdao geralmente associadas a animais de sangue-frio e ao ambiente (Graziani ef al,
2017; Lamas et al, 2018).

O principal meio de transmissdo de Sa/monella nao tifoide é a ingestdo de alimentos ou
agua contaminados, e o contacto direto com animais (EFSA, 2022). Estes microrganismos en-
contram-se disseminados na natureza devido a contaminacao fecal, uma vez que sdo excreta-
dos no meio ambiente pelos seus hospedeiros. Consequentemente, podem ser encontrados
numa grande variedade de alimentos de origem animal, bem como em frutas e vegetais (An-
dino & Hanning, 2015; EFSA, 2022).

1.3.22.2 Prevaléncia e surtos associados

A salmonelose é uma das doengas de origem alimentar mais frequentes, tanto em paises
em desenvolvimento como em paises desenvolvidos, embora as taxas de incidéncia variem
consoante o pais (Abebe et al, 2020).

Esta foi a segunda infe¢do gastrointestinal de origem alimentar mais reportada em hu-
manos na UE em 2021, sendo responsédvel por 29% de todos os casos humanos confirmados
(EFSA&ECDC, 2022).

De acordo com o relatério anual epidemiolégico de monitoriza¢do de salmoneloses, em
2021 o ntimero de casos confirmados foi de 61.236, o que corresponde a uma taxa de notifica-
¢dona UE de 16,6 por 100.000 habitantes. Este valor representa um aumento de 14% em relagdo
a 2020 (ECDC, 2022b). De salientar que no ano de 2020, a semelhanca do observado para os
casos de infe¢ao por STEC/EHEC, o ECDC registou o menor ntimero de casos de salmonelose
em seres humanos desde o inicio da vigilancia de Sa/monella spp. a nivel da UE (EFSA&ECDC,
2022). Também nestes casos, a notificagdo é obrigatéria em praticamente todos os paises na
Unido Europeia (ECDC, 2022b). Os principais serotipos de Salmonella spp. associados as infe-
¢des humanas foram S Enteritidis (54%), S. Typhimurium (11%) e S Typhimurium monofa-
sica (1,4,[5],12:i:-) (9%) (ECDC, 2022b).

Em Portugal, em 2021, foram reportados 361 casos de salmonelose, o que representa uma
taxa de 3,5 por 100.000 habitantes (ECDC, 2022b).
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As espécies de Salmonella foram responséaveis por 19,4% de todos surtos de origem ali-
mentar na UE em 2021. No total, foram reportados 773 surtos de origem alimentar por Sa/mo-
nella spp. que causaram 6755 doengas, 1123 hospitalizagdes e 1 morte. A maioria dos surtos
de origem alimentar foram causados por 5. Enteritidis (EFSA&ECDC, 2022).

Os ovos e produtos derivados, a carne de porco e produtos carneos derivados, e os pro-
dutos de origem vegetal (frutas, vegetais e produtos derivados) constituem os principais ali-

mentos associados a surtos e casos de salmonelose na Europa (EFSA&ECDC, 2022).

1.4 Animais Produtores de Alimentos: Suinos e Carne de Ori-

gem Suina

A UE é o segundo maior produtor mundial de suinos, a seguir a China, e o maior expor-
tador de suinos e de produtos a base de carne de porco (Renaudeau & Dourmad, 2022).

Em Portugal, a fileira suinicola representa uma atividade econémica relevante, contri-
buindo para o abastecimento alimentar das populagdes, para o equilibrio da balanga comercial
portuguesa e para o desenvolvimento econémico das regides onde esta atividade se insere
(Gabinete de Planeamento, Politicas e Administracao Geral, 2022).

De acordo com a FAQ, a carne de porco € a carne mais consumida no mundo (34%),
constituindo uma parte substancial da dieta da maioria da populacio mundial (Costa et a/,
2023). A carne de suino constitui uma importante fonte de proteina de elevada qualidade, a
par de algumas vitaminas e minerais essenciais para a nutricdio humana (Rajaei ef al, 2021).
No entanto, este produto de origem animal é considerado uma das principais fontes de trans-
missdo de microrganismos patogénicos, nomeadamente de E. colie de Salmonella spp. (Abebe
et al., 2020; Rajaei efal, 2021).

1.4.1 E. colie Salmonella spp. em suinos e em carne de origem suina

Diversos estudos tém revelado a presenga de E. co/i ndo patogénica (Costa ef al, 2022a;
Lugsomya ef al, 2018) e patogénica, nomeadamente de EPEC (fezes de suinos - 49,1%; carne
de porco - 21,4%), de STEC/EHEC (fezes de suinos - 3,2%; carne de porco - 3,6%) e de ETEC
(fezes de suinos - 16,1%; carne de porco - 3,6%) em fezes de suinos e carne de porco para con-
sumo (Wang et al., 2017).

Apesar do principal reservatorio de STEC/EHEC ser o gado bovino, a detecdo de

STEC/EHEC em fontes de origem suina tem sido descrita em vérios paises, nomeadamente
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nos Estados Unidos (65,3%) (Tseng et al, 2015), em Italia (52,1%) (Arancia et al, 2019), na Ar-
gentina (4.1%) (Colello ef al,, 2016), na Africa do Sul (3,5%) (Abdalla ef al, 2022) e no México
(2,3%) (Tamayo-Legorreta efal,2020). Foram igualmente identificados surtos de STEC /EHEC
associados ao consumo de produtos preparados com carne de porco (Honish etal,2017; Wang
et al,2017).

Segundo os ultimos dados do relatério anual de monitoriza¢do de zoonoses da UE, a
prevaléncia de STEC/EHEC isolada de carne de porco foi de 16,6% e de suinos foi de 11,8%
(EFSA&ECDC, 2022).

No que se refere as infe¢des humanas por Sa/monella spp., em 2021, 29,7% dos casos de
salmonelose reportados na UE foram atribuidos a fontes de origem suina (EFSA&ECDC,
2022). Os serotipos mais frequentes em suinos e carne de porco tém sido S Typhimurium
(42,0% - 2019, 33,5% - 2020, 29,7% - 2021); S. Typhimurium monofésica (72,1% - 2019, 45,1% -
2020, 65,4% - 2021) e S. Derby (72,0% - 2019, 68.8% - 2020, 75.3% - 2021). Estes trés serotipos
estdo também entre os principais serotipos isolados em humanos (EFSA&ECDC, 2021a;
EFSA&ECDC, 2021b; EFSA&ECDC, 2022).

O risco de infecdo por Sa/monella spp. associado ao consumo de carne de origem suina
é agravado pela sua prevaléncia em matadouros (31,3%) e em animais de produgdo assinto-
maticos (24,1%), que atuam como portadores da bactéria (Ma et al, 2017).

Foi demonstrado que o risco de contaminacao por Sa/monella spp. aumenta ao longo da
cadeia de produgdo de carne de porco, atingindo o seu “pico” no matadouro (Roasto ef al.,
2023; Martelli et al, 2021). O ambiente do matadouro e as operag¢des da linha de abate parecem
nao so6 incluir serotipos provenientes dos suinos (S. Typhimurium, Typhimurium monofésica,
Derby e Rissen), mas também propaga-los através de processos de contaminacao cruzada, que
envolvem os manipuladores da care (Campos et al, 2019; Gomes-Neves et al,, 2014; Lauteri
et al, 2022).

1.4.2 Legislagdo aplicada a enumeracdo de E. coli e a detecdo de Sal-
monella spp. em carne de origem suina

Nos termos do disposto no artigo 4.° do Regulamento (CE) n.® 852/2004 de 29 de abril,
os operadores das empresas do setor alimentar, nomeadamente do setor da carne e produtos
carneos, devem respeitar os critérios microbioldgicos que definem a aceitabilidade dos géne-
ros alimenticios ou dos seus processos de fabrico, manuseamento e distribui¢do, baseando-se
na auséncia ou na presenca de determinados microrganismos (Regulamento (CE) n.°
852/2004, 2004). Neste contexto, o Regulamento (CE) n.” 1441 /2007 da Comissao, de 5 de de-
zembro de 2007, que altera o Regulamento (CE) n.® 2073 /2005, estabelece os critérios de segu-

ranga e os critérios de higiene dos processos que devem ser cumpridos pelos operadores das
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empresas do setor alimentar, para garantir a seguranga dos alimentos (Regulamento (CE) n.°
2073 /2005, 2005; Regulamento (CE) n.® 1441/2007, 2007).

Relativamente aos critérios de seguranca aplicaveis a carne de suinos, para Sa/monella
spp. estdo definidos critérios para carne picada, preparados de carne e carne separada meca-
nicamente. Estes critérios definem a qualidade microbiolégica dos produtos em: satisfatoria,
se todos os valores observados indicarem a auséncia da bactéria, e em insatisfatoria, se for
detetada a presenca da bactéria em qualquer uma das unidades da amostra (Tabela 1.1.). Re-
lativamente a bactéria E. coli, ndo estdo definidos critérios microbiolégicos de seguranca apli-
caveis a carnes.

Quanto aos critérios de higiene dos processos aplicaveis a cadeia de produgdo de suinos,
estdo definidos critérios para E. coli, utilizada como indicadora de contaminagdo fecal, para
carne picada, carne separada mecanicamente e preparados de carne. Estes critérios definem a
qualidade microbiolégica dos processos de producdo em satisfatoria, aceitavel e insatisfatéria
(Tabela 1.1.).

Tabela 1.1. Critérios de seguranga e critérios de higiene aplicaveis a carne de suinos (Adaptado de Regulamento
(CE) n.° 1441/2007).

Plano de Método
Categoria de . . amostra- Limites de andlise ~ Fase em que o critério
. Microrganismos .
alimentos gem de se aplica
n c m M referéncia
Critérios de seguranga
Carne picada; Pre-
Produtos colocados no
parados de carne; Nao detetado 1SO 6579-
Salmonella spp. 5 0 mercado durante o seu
Carne separada eml10g 1 ) o
) periodo de vida util
mecanicamente
Critérios de higiene
Carne picada; 1SO )
. 50 500 Fim do processo de
Carne separada E. coli 5 2 16649-1 )
. ufc/g  ufc/g fabrico
mecanicamente ou?2
500 5000
P dos d fc/ fc/ 150 Fim d d
reparados de ufc ufc im do processo de
P E. coli 5 2 8 8 16649-1 P
carne ou ou fabrico
ou?2
cm? cm?

n, nimero de unidades que constituem a amostra; ¢, nimero de unidades da amostra com valores entre m e M; m e M,
limites microbiolégicos que determinam a aceitabilidade dos géneros alimenticios; ufc/g, unidades formadoras de colénias

por grama; g, grama.
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1.5 Resisténcia Antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo substancias naturais, sintéticas ou semissintéticas que tém a ca-
pacidade de inibir o crescimento, ou até mesmo eliminar, um microrganismo, sendo utilizados
para prevenir e tratar infe¢des causadas por bactérias, virus, fungos e parasitas em humanos,
animais e plantas. Estas substancias incluem antibiéticos, antivirais, antiftingicos, desinfetan-
tes e antissépticos (O’'Neill, 2016, WHO, 2021).

A resisténcia antimicrobiana define-se como a capacidade de os microrganismos, como
€ 0 caso das bactérias, se tornarem resistentes a um antimicrobiano ao qual eram anteriormente
suscetiveis (O'Neill, 2016; WHO, 2021). Essa resisténcia pode ocorrer de forma natural, ine-
rente a propria espécie bacteriana, ou ser adquirida, como resultado de modifica¢des genéticas
(mutagdes e aquisi¢cdo de novos genes) (Diregao-Geral da Saidde, 2019; Passadouro, 2021; Fer-
nandes ef al,, 2022; Urban-Chmiel et al, 2022).

Nos ultimos anos tem-se observado um nimero crescente de bactérias resistentes aos
antibiéticos, o que se traduz num grave problema de satide publica e de seguranca alimentar.
Na 6tica da seguranga alimentar, o risco pode ser direto, quando o microrganismo patogénico
resistente estd presente no alimento ingerido, ou indireto, dado que os genes de resisténcia do
microrganismo podem ser transmitidos ao longo da cadeia alimentar a outras bactérias (Rajaei
etal.,2021; Sora et al, 2021).

A Comissao Europeia, em conjunto com os Estados-Membros, considerou a resisténcia
antimicrobiana como uma das trés ameacas a satide publica mais preocupantes do século XXI
(Health Emergency Preparedness and Response Authority, 2022). Por ano, morrem cerca de
35.000 pessoas na Europa com infe¢des ndo trataveis, devido a ocorréncia de estirpes bacteri-
anas patogénicas resistentes a antimicrobianos (ECDC, 2022¢). Caso ndo sejam aplicadas me-
didas eficazes, sdo estimadas 10 milhdes de mortes, a nivel global, no ano de 2050, maioritari-
amente associadas a infe¢des por bactérias Gram-negativas (EClinicalMedicine, 2021; O’Neill,
2016).

O uso excessivo e inadequado de antibidticos na pratica clinica e na medicina veteri-
naria, nomeadamente nos animais destinados ao consumo humano, representa o maior risco
de disseminacao das resisténcias antimicrobianas no ecossistema (WHO, 2021). Como tal, uma
utilizacdo prudente e responsédvel dos antibiéticos é crucial para reduzir o risco da resisténcia
bacteriana. Isto é particularmente importante ndo s6 para os antibiéticos utilizados simultane-
amente para tratar infe¢des bacterianas nos seres humanos e nos animais, como também para
aqueles que constituem a tltima linha de tratamento de infe¢des criticas em seres humanos
(EMA, 2020; WHO, 2019).

Os antibioticos podem ser classificados de diversas formas, mas a mais frequente baseia-

se nos mecanismos de acdo (Tabela 1.2.). Cada classe de antibiticos possui um mecanismo

16


file:///C:/Users/mgcar/AppData/Local/Temp/Temp1_Notas%20em%20portuguÃªs%20sobre%20AMR%20-%20para%20escreverem%20de%20forma%20correta%20(1).zip/09.2019_DGS_plano-nacional-de-combate-a-resistencia-aos-antimicrobianos-2019-2023-pdf.pdf
file:///C:/Users/mgcar/OneDrive%20-%20FCT%20NOVA/Ambiente%20de%20Trabalho/DISSERTAÃ�Ã�O%20DE%20MESTRADO/DISSERTAÃ�Ã�O/Pesquisa%20BibliogrÃ¡fica/DissertaÃ§Ãµes%20de%20Mestrado%20e%20Teses%20de%20Doutoramento/Antimicrobial%20resistance%20of%20clinical%20and%20commensal%20E.%20coli%20canine%20isolates%20(2017).pdf
file:///C:/Users/mgcar/OneDrive%20-%20FCT%20NOVA/Ambiente%20de%20Trabalho/DISSERTAÃ�Ã�O%20DE%20MESTRADO/DISSERTAÃ�Ã�O/Pesquisa%20BibliogrÃ¡fica/DissertaÃ§Ãµes%20de%20Mestrado%20e%20Teses%20de%20Doutoramento/Antimicrobial%20resistance%20of%20clinical%20and%20commensal%20E.%20coli%20canine%20isolates%20(2017).pdf

diferente, que pode inibir o crescimento bacteriano (bacteriostatico) ou neutralizar e eliminar

os microrganismos alvo (bactericida) (Ray et al, 2017).

Tabela 1.2. Classificagdo de antibiéticos de acordo com o mecanismo de agdo (Adaptado de van Bambeke et al,
2017).

Amoxicilina-Acido clavulanico;

Penicilinas

Ampicilina

Cefoxitina (2* Geragdo); Ceftazi-
B-lactAmicos Cefalosporinas

a

dima; Cefotaxima; Ceftriaxona (3

Geragao); Cefepima (4 Geragéo)

Carbapenemes

Meropenem

Fenicois Cloranfenicol

Macrélidos Azitromicina

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina; Pefloxacina

Quinolonas Acido nalidixico

Polimixinas Colistina

*, apenas sao referidos os antibiéticos utilizados no presente trabalho.

Classe dos B-lactAmicos

Os B-lactamicos sdo antibiéticos bactericidas cujo mecanismo de agdo passa pela inibigdo
da sintese da camada de peptidoglicano da parede celular bacteriana (Fisher & Mobashery,
2020).

O mecanismo mais comum para o desenvolvimento de resisténcia a estes antibidticos
nas bactérias Gram-negativas é a producao de B-lactamases, nomeadamente as de espetro alar-

gado (ESBL). As ESBL sao enzimas codificadas por genes bla, que possuem capacidade de
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hidrolisar a estrutura dos antibiéticos B-lactamicos. As ESBL nao s6 hidrolisam eficazmente
penicilinas, mas também as cefalosporinas de 3" e 4° geragdo (Poirel ef al, 2018; Ramos et al,
2020). Existem varias familias de enzimas ESBL, sendo as familias CTX-M e algumas variantes
das familias SHV e TEM as mais relevantes do ponto de vista epidemiolégico (Castanheira ef
al,2021).

Classe dos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antibitticos bactericidas que atuam por ligagdo a subunidade
ribossémica 30S das bactérias, alterando a estrutura do complexo formado pelo aminoacil-
RNA transportador (tRNA) e pelo RNA mensageiro (mRNA). Isto resulta numa leitura incor-
reta da mensagem codificada no mRNA e integragdo de proteinas diferentes das proteinas
constitutivas da membrana celular bacteriana, alterando assim a sua permeabilidade (van
Bambeke et al, 2017; Ying et al., 2019).

Um dos mecanismos mais comuns de resisténcia aos aminoglicosideos é a inativacdo
dos antibiéticos por acdo de enzimas bacterianas como as acetiltransferases, as adeniltransfe-

rases e as fosfotransferases (Ray et al, 2017).

Classe das Tetraciclinas

As tetraciclinas, antibidticos bacteriostéticos, ligam-se a subunidade ribossomal 30S das
bactérias, impedindo a ligacdo do complexo aminoacil-tRNNA ao recetor ribossomal A, ini-
bindo assim a sintese proteica (van Bambeke ef al,, 2017). Os principais mecanismos de resis-
téncia as tetraciclinas sdo a eliminagdo destas substancias para fora da célula através de bom-
bas de efluxo, e através de mutagdes no 7165 rRNA (Roberts & Schwarz, 2016).

O transporte ativo dos antibitticos para fora da célula bacteriana, nomeadamente atra-
vés de bombas de efluxo (codificadas pelos genes tetA, B C, D ,Mentre outras variantes) repre-
senta 0 mecanismo de resisténcia mais comum a estes antibiéticos nas bactérias Gram-negati-
vas (Jahantigh efal, 2020).

Classe dos Fenic6is

Os fenicdis sdo antibiéticos bacteriostaticos que atuam por ligagdo a subunidade ribos-
somal 50S das bactérias, impedindo a ligagdo peptidica e a elongacdo da cadeia proteica (van
Bambeke et al, 2017).

A resisténcia ao cloranfenicol pode ser conferida pela agdo de bombas de efluxo (codifi-
cadas pelos genes cm/A, floR), ou inativagdo enzimatica pela agdo de acetiltransferases (codi-
ficadas pelo gene caf) (Peterson & Kaur, 2018; Ray et al, 2017; Yaqoob et al, 2018).
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Classe dos Macrolidos

O modo de agdo dos macrolidos, antibiéticos bacteriostaticos, passa por inibir a sintese
proteica através da ligagdo com a subunidade ribossomal 50S das bactérias (Dinos, 2017; van
Bambeke et al., 2017).

Os mecanismos de resisténcia aos macrélidos incluem a agao de bombas de efluxo (co-
dificadas pelos genes mefe msr) e a inativagdo dos antibidticos por agdo de enzimas produzi-
das pelas células bacterianas como as fosfotranferases (codificadas pelos genes mph) (Dinos,

2017; Ray et al., 2017).

Classe das (Fluoro)Quinolonas

As quinolonas sdo antibidticos bactericidas que exercem a sua agdo bloqueando duas
enzimas muito importantes na replicagdo e transcricdo do DNA bacteriano, a DNA girase e a
DNA topoisomerase IV (Ray et al, 2017). A DNA girase é constituida por duas subunidades
A e B, codificadas, respetivamente, pelos genes gyrA e gyrB, e a topoisomerase IV possui as
subunidades A e B, codificadas pelos genes parCe parE (van Bambeke etal, 2017).

Na década de 80, com a introducdo de um adtomo de fltior, surgiram as fluoroquinolonas,
com melhor atividade farmacocinética (Aldred et al, 2014).

Os mecanismos de resisténcia as fluoro(quinolonas) incluem mutag¢des cromossémicas
na regido codificante das enzimas DNA girase e DNA toposisomerase IV (nos genes gyrA,
gyrBe parC, parErespetivamente) das células bacterianas, bem como a inibi¢do da ligagdo das
enzimas ao antibidtico ao alvo por modificagdo enzimética (gene aac(6’)-Ib-cr), e/ ou protegao
do alvo por proteinas Qnr (genes gnr), mediadas por genes localizados em plasmideos (Aldred
et al, 2014).

Classe dos Antagonistas da Via do Folato

O sulfametoxazol e o trimetoprim sdo antibidticos bacteriostiticos que pertencem a
classe dos antagonistas da via do folato, uma vez que atuam em cadeia, inibindo a sintese do
acido félico, que é um fator essencial a sintese do DNA bacteriano. O sulfametoxazol inibe a
enzima dihidropteroato sintetase, que catalisa a sintese de acido dihidrofolato parabenzoico,
e o trimetoprim atua na etapa seguinte, ao inibir a enzima dihidrofolato redutase, que catalisa
a sintese de tetraidrofolato a partir de dihidrofolato (van Bambeke et a/, 2017).

A resisténcia ao sulfametoxazol ocorre por modificagdes na enzima dihidropeteroato
sintetase, codificada pelos genes su/(1, 2, 3). A resisténcia ao trimetoprim ocorre por mutagdes
na enzima dihidrofolato redutase, codificada pelos genes dfr (Blahna et al, 2006; Brolund et
al, 2010; Ray et al, 2017).

19



Classe das Polimixinas

As polimixinas sdo antibidticos bactericidas que apresentam um espetro antibacteriano
estreito, atuando principalmente contra bactérias Gram-negativas. O seu alvo é a membrana
celular externa, onde se ligam ao lipido A, perturbando a permeabilidade e integridade da
membrana bacteriana, e levando a morte celular (Sun ef al,, 2018; van Bambeke ef al., 2017).

Devido a toxicidade celular e ao potencial aumento da resisténcia, esta classe de antibi-
6ticos é utilizada apenas como dltimo recurso para o tratamento de infe¢des graves causadas
por bactérias multirresistentes (MDR) (resistentes a trés ou mais classes de antibi6ticos) (Ma-
giorakos et al, 2011, WHO, 2019).

Até 2015, os mecanismos de resisténcia da colistina (polimixina do grupo E) relaciona-
vam-se com a ocorréncia de mutagdes cromossdmicas, ou seja, apenas se observava uma trans-
missdo vertical, incapaz de se disseminar para outras bactérias (Costa & Silva, 2018). Contudo,
nesse ano, na China foi reportado o primeiro caso de resisténcia a colistina mediada por plas-
mideos, tendo sido identificado o gene mcrem E. coli isoladas de animais, de alimentos e de
casos clinicos humanos (Liu ef al, 2016). Atualmente, foram identificados os genes mcr-1 a

mcr-10 em diversas espécies bacterianas isoladas de animais e humanos (Zhang et al, 2021).

1.5.1 Utilizac¢do de antibi6ticos na criagdo de animais

Os antibidticos tém sido utilizados ao longo dos anos na satide animal, quer para o tra-
tamento de doenca quer para a promogdo do seu crescimento (Rajaei ef al, 2021). Nao obs-
tante, na UE, desde 2006, apenas é permitido o uso de antibiéticos em animais de produgdo
para o tratamento de infe¢des bacterianas (Regulamento (UE) n.” 2019/6, 2019).

Os dados relativos a comercializacdo de antibiéticos a nivel veterindrio em 31 paises da
Comunidade Europeia (CE) em 2021, indicam que as penicilinas constituem os antibi6ticos
mais vendidos, representando 31,2% do total de vendas, seguidos pelas tetraciclinas (25,8%),
sulfonamidas (9,9%) e macrdlidos (8,5%) (EMA, 2022).

Em Portugal, em 2021, foram comercializadas aproximadamente 159.4 toneladas de an-
timicrobianos destinados a utilizagio em animais de produgéo. A semelhanga dos restantes
paises da CE, as classes de antibi6ticos com maior volume de vendas foram as tetraciclinas
(34,1%), as penicilinas (31,2%) e as sulfonamidas (9,9%), totalizando 66,9% das vendas de pro-
dutos veterindrios medicamentosos (EMA, 2022).

Considerando o periodo entre 2011 e 2021, o volume de vendas de medicamentos vete-
rinarios na UE diminuiu 47%. As vendas diminuiram de forma especialmente acentuada nas
classes das cefalosporinas, polimixinas e fluro(quinolonas), consideradas de importancia cri-
tica para a satide humana e animal (EMA, 2020; WHO, 2019).
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Na ultima década, a Organizagdo Mundial de Satide Animal (OIE) tem vindo a desen-
volver um trabalho relevante na &rea da resisténcia aos antibiéticos, através da implementagdo
de normas internacionais aplicaveis aos diversos antibi6ticos, sendo o seu uso prudente e res-
ponsével o principal objetivo (OIE, 2021).

O Grupo de Peritos Ad Hoc sobre a Resisténcia aos Agentes Antimicrobianos (AMEG)
estabeleceu quatro categorias de antibiéticos de uso veterindrio (A, evitar; B, restringir; C, pre-
caucao; D, Prudéncia), com base nas potenciais consequéncias para a satide publica (aumento
da resisténcia antimicrobiana) quando utilizados em animais. Esta categorizagdo constitui
uma ferramenta de apoio a tomada de decisdes por parte dos veterindrios, em relacdo aos
antibidticos a utilizar (EMA, 2020).

1.5.2 Disseminagdo da resisténcia antimicrobiana ao longo da
cadeia alimentar

A semelhanca das bactérias suscetiveis, as bactérias resistentes a antimicrobianos circu-
lam e disseminam-se na populagdo humana e animal através do contacto interindividual, dos
alimentos, da dgua e do ambiente (Figura 1.3.) (Direcao-Geral da Saude, 2019; Healthmatch,
2022; Samtiya et al, 2022).

Na produgdo animal, entre 75-90% dos antibiéticos administrados aos animais sdo ex-
cretados pelas fezes e pela urina para o meio ambiente, sendo que grande parte destes antibi-
6ticos permanecem ativos mesmo ap0s a sua excregao (Wall ef al, 2016). Deste modo, as bac-
térias presentes no ambiente, expostas a concentracdes residuais destes antibiéticos, podem
adquirir resisténcia por um processo de pressao seletiva e disseminagao, por transferéncia ver-
tical e horizontal de genes de resisténcia (CDC, 2022¢; Urban-Chmiel et al, 2022).

O meio ambiente constitui um fator chave para a resisténcia antimicrobiana. Os animais
e os seres humanos podem ficar expostos a bactérias resistentes provenientes do meio ambi-
ente, através do consumo de alimentos e de 4gua contaminados (Healthmatch, 2022).

Diversos estudos tém demonstrado a presenca de bactérias resistentes aos antibioticos
em produtos alimentares derivados de animais de producdo, nomeadamente em carne (Ad-
zitey et al., 2021; Plawinska-Czarnak et al, 2022; Qamar et al, 2023; Rega ef al, 2022). A con-
taminacdo destes produtos pode ocorrer na fase de produgdo, durante o abate e evisceracdo
dos animais (por contaminagao fecal), e durante a sua manipulagdo, se ndo forem seguidas as
préticas de higiene adequadas (contaminagdo cruzada) (Abebe et al, 2020; Adzitey etal., 2021;
Sagar et al, 2023; Verraes et al, 2013).

A exposi¢do ocupacional constitui outro risco de contamina¢do humana por bactérias
resistentes, nomeadamente para os agricultores, os médicos veterindrios, os trabalhadores das

exploragdes e dos matadouros, e os manipuladores de produtos alimentares de origem animal
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(Amaro et al, 2020). A consequente disseminagdo de genes de resisténcia, ndo s6 na comuni-
dade como também em ambientes hospitalares, torna a resisténcia a antimicrobianos uma in-
teragdo complexa entre os seres humanos, os animais de producado e o meio ambiente (Figura
1.3.) (Amaro et al, 2020; Healthmatch, 2022).

COMO AS BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS SE
PODEM PROPAGAR?

0 uso excessivo e O consumo generalizado e

inadequado de a falta de rigor na toma de
antibioticos na criagio de antibioticos conduz ao
animais conduz ao aparecimento de bactérias
aparecimento de bactérias IIII' resistentes a antibidticos .
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a,
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O doente permanece © doente procura cuidados
As bactérias resistentes O fertilizante e/ou a 4gua | em casa aquando da P_\ospi-talares aquando da
a antibioticos presentes utilizados nos campos de infecdo provocada pelas infecdo provocada pelas
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transmitidas através do ser transmitidas dentro do
consume de carne efou de ambiente familiar e hospitalar.
vegetais contaminados.
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antibioticos propagam-se
pela populacao.

Figura 1.3. Vias de disseminacdo de resisténcia aos antibiéticos entre os potenciais reservatérios: o
homem, os animais e o ambiente (Adaptado de Healthmatch, 2022).

1.5.3 Resisténcia de E. coli e Salmonella spp. a antibi6ticos

As bactérias E. coli e Salmonella spp. tém sido alvo de variados estudos clinicos e vete-
rindrios, no que se refere ao surgimento de resisténcias a antibiéticos (Gambino et aZ, 2022;
Jajere, 2019; Poirel et al., 2018). No caso de E. coli, estes estudos tém sido desenvolvidos tanto
em estirpes patogénicas como em estirpes comensais (Adzitey et al, 2021; Sora et al, 2021;
Zhang et al., 2020).

Segundo o ultimo relatério anual de vigilancia da resisténcia antimicrobiana em bacté-
rias zoondticas, em 2021 a resisténcia antimicrobiana de Sa/monella spp. e E. coli isoladas de

animais de produgao (suinos, bovinos, frangos, perus) foi semelhante a resisténcia reportada
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nos produtos carneos derivados destes animais e no Homem. Nestes isolados, a resisténcia a
ampicilina, sulfonamidas e tetraciclinas variou de moderada (>10,0%-20,0%) a muito alta
(>50,09%-70,0%). Foi também reportada uma baixa resisténcia as cefalosporinas de terceira ge-
racao (>1%-10,0%). No caso de Salmonella spp., a prevaléncia de produtoras de ESBL foi baixa
(0,1%-1,0%) na maioria dos isolados humanos e animais. Nos isolados de E. colj, a prevaléncia
de produtoras de ESBL foi mais variavel, tendo sido identificadas £. coli produtoras de ESBL
em suinos (0,7%), bovinos (0,4%), frangos (1,0%), perus (1,3%) e em carne de bovino (0,9%),
em diversos paises europeus (EFSA&ECDC, 2023).

Durante as ultimas décadas, o isolamento de E. coli produtoras de ESBL de fontes hu-
manas, animais e alimentares tem sido cada vez mais recorrente, inclusivamente em Portugal
(Clemente et al,, 2021; Costa et al, 2022a; Giufre ef al, 2021; Ledo et al, 2021; Ramos et al,
2020). A resisténcia de E. colia diversos antibi6ticos de tiltimo recurso, como as cefalosporinas
de 3% e 4° geracdo, associada a presenca de ESBL também j4 foi descrita (Costa ef al, 2022a).

Nos tltimos anos, tem sido observado um aumento no niimero de estirpes de Sa/monella
spp. multirresistentes em carnes de bovino, suino e aves (Costa et al, 2022a; Plawinska-Czar-
nak ef a/,2022). Em Portugal, varios estudos tém evidenciado a presenca de estirpes de Sa/-
monella spp. multirresistentes, nomeadamente a ampicilina, a tetraciclina e ao sulfametoxazol,
isoladas de suinos e de produtos de carne de porco (Costa et al, 2022a; Gomes-Neves et al,
2014).

1.6 Métodos de Isolamento e Identificacdo de E. coli e Salmone-

lla spp.

O método classico para a detecdo de E. coli e Salmonella spp. baseia-se no isolamento
em cultura e posterior identificacdo das colénias sugestivas (Lupindu, 2017; Uzairue & Shittu,
2023).

A capacidade que a bactéria E. coli evidencia para fermentar a lactose permite a utiliza-
¢do de meios de cultura como o Agar Coliforme Cromogénico (CCA) e o Agar Hektoen (HK),
que diferenciam E. coli de outros coliformes ndo fermentadores deste agticar. Ja no caso de
Salmonella spp., a incapacidade de fermentar a lactose e a produgao de H2S, pela maioria dos
isolados, permite a diferenciacdo desta bactéria em meio HK e Agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD).

O meio de cultura CCA contém dois substratos cromogénicos: o X-glucoronide, utili-
zado para detetar a atividade da enzima [-D-glucuronidase, e o Salmon-GAL, utilizado para
detetar a atividade da enzima B-D-galactosidase. A seletividade deste meio é alcancada pela

presenca de Tergitol® 7, composto que inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas (E&O
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Laboratories, 2018; Gonzélez ef al, 2003). A enzima B-D-galactosidase, expressa por todos os
coliformes, atua sob o substrato Salmon-GAL e produz colénias vermelhas/cor-de-rosa. Por
outro lado, a enzima B-D-glucuronidase, atua sob o substrato X-glucoronide e produz colénias
azuis. Uma vez que, e ao contrario dos outros coliformes, E. coli é simultaneamente (3-D-glu-
curonidase e f-D-galactosidase positiva, atua em ambos os substratos cromogénicos X-gluco-
ronide e Salmon-GAL, sendo identificada no meio CCA pela presenga de colonias azul-escuras
a violetas (E&O Laboratories, 2018; Gonzalez et al., 2003).

No que respeita ao meio de cultura HK, a seletividade deste meio é conferida pela pre-
senca de sais biliares, azul de bromotimol e fucsina 4cida, que inibem a maioria dos microrga-
nismos Gram-positivos. A diferenciacdo das Enterobactérias baseia-se na capacidade que exi-
bem de fermentacdo dos acticares, lactose, sacarose e salicina. O indicador azul de bromotimol
torna-se amarelo na presenca de 4cidos, e o indicador fucsina torna-se vermelho na presenca
de aldeidos (Corry et al, 2003a; Hudzicki, 2010). A fermentacdo de pelo menos um dos agtica-
res resulta numa coloragdo alaranjada ou rosa salmdo das colénias de E. coli. No caso de Sal-
monella spp., como esta bactéria ndo é capaz de utilizar nenhum destes trés hidratos de car-
bono, as colonias apresentam-se com uma coloracdo azul-esverdeada a azul. Para Salmonella
spp., € possivel uma diferencia¢do adicional com base na produgdo de H2S, devido a presenca
de tiossulfato de s6dio e citrato de ferro. Um ensaio positivo traduz-se na formagao de colénias
pretas ou com o centro preto (Corry et al, 2003a; Hudzicki, 2010).

O meio de cultura XLD constitui outro meio de cultura seletivo utilizado no isolamento
de Salmonella spp. Neste meio, o desoxicolato de s6dio, um sal biliar, é utilizado para inibir o
crescimento de organismos Gram-positivos, podendo a bactéria Sa/monella spp. ser diferenci-
ada através de trés reagdes: fermentagdo da xilose, descarboxilagdo da lisina e produgdo de
H2S. Em meio XLD, a bactéria Sa/monella spp. surge com colénias cor-de-rosa com centros
pretos, em resultado da producao de H2S (Corry et al, 2003b; Parija, 2012).

A confirmagdo de E. coli e Salmonella spp. pode ser realizada por diversos métodos,
nomeadamente por métodos bioquimicos e espetroscépicos. A escolha do método depende de
muitos fatores, incluindo a disponibilidade de recursos (Lupindu, 2017). Os métodos bioqui-
micos baseiam-se nas propriedades bioquimicas de E. colie Salmonella spp. perante substratos
especificos, e podem ser realizados com o auxilio de sistemas automatizados como o VITEK®
2 (bioMérieux, 2022c; Lupindu, 2017). A técnica de Matrix Assisted Laser Desorptiory lonisa-
tion Time-Of-Flight Mass Spectrometry, com base na espectrometria de massa (MALDI-TOF
MS) pode ser utilizada através de sistemas automatizados, como o VITEK® MS (bioMérieux,
2022d). A confirmacado de E. coli pode também ser realizada por métodos moleculares, como
a reacgdo de polimerase em cadeia (PCR) para amplificagdo do gene 765 rRNA especifico (Sabat

et al., 2000), enquanto a confirmagdo de Sa/monella spp. pode ser efetuada por serotipagem.

24



1.7 Caracterizagdo de Isolados de E. coli e Salmonelia spp.

1.7.1 Reagdo de polimerase em cadeia

Desenvolvida por Kary Mullis na década de 1990, a reagdo de polimerase em cadeia é
uma técnica de biologia molecular que revolucionou a drea da genética e da biologia molecular
em geral (Coleman & Tsongalis, 2006; Mullis, 1990; Parija, 2012).

Esta técnica permite a amplificacdo especifica de uma sequéncia de DNA alvo em mi-
lhoes de copias, a partir de uma pequena quantidade inicial de DNA e de dois oligonucle6ti-
dos iniciadores (Forward e Reverse), também designados por primers. Os primers sao sequén-
cias de cerca de 20 nucleétidos, complementares as extremidades, internas ou externas, das
regides de DNA que se pretendem amplificar (Douglas, 2021).

A PCR envolve trés etapas: desnaturacdo, hibridagdo/ annealing e extensao. A desnatu-
ragdo promove a separagao ou desnaturacdo das cadeias de DNA a uma temperatura de 95°C,
criando um molde de cadeia simples para a préxima etapa. A hibridagdo/ annealing consiste
na ligacdo dos primers as sequéncias complementares do DNA molde de cadeia simples (Co-
leman & Tsongalis, 2006; Hames & Hooper, 2005; Parija, 2012). A temperatura de hibrida-
¢do/annealing deverd ser 3 a 5°C abaixo da temperatura de mel/ting (Tm), que é a temperatura
em que metade das cadeias do DNA se encontram desnaturadas e a outra metade em cadeia
dupla, e estd também relacionada com o contetido guanina e citosina (GC) dos primers. A
extensdo é a etapa onde ocorre a amplificacdo do ntimero de cdpias da sequéncia desejada,
através da atividade catalitica da enzima DNA polimerase e da temperatura 6tima de polime-
rizagdo (normalmente 72°C). Estes trés passos repetem-se entre 25 a 40 vezes (Douglas, 2021).

Para além do DNA alvo e da enzima DNA polimerase (7ag polimerase), a mistura de
rea¢do deve conter desoxirribonucleétidos fosfatados (ANTPs), ou seja nucleétidos formados
por uma base azotada (adenina, citosina, guanina e timina), um agticar (desoxirribose), e trés
grupos fosfato; tampao de reagdo adequado a agdo catalitica da DNA polimerase; e cloreto de
magnésio, que serve de cofator da enzima DNA polimerase e permite que esta se ligue aos
primers (Coleman & Tsongalis, 2006; Hames & Hooper, 2005; Parija, 2012).

No caso de . colj, existem vérias PCR que permitem, por exemplo, identificar fatores de
patogenicidade e toxinas, sendo utilizadas para caracterizar estirpes de E. coli patogénicas,
através da detecdo de diversos genes de viruléncia (Lupindu, 2017).

A pesquisa de fatores de viruléncia e de toxinas de £. coli pode ser efetuada por técnicas
de PCR convencionais, como a PCR multiplex (Perry et al, 2007; Wang ef al., 1997). A PCR
multiplex difere da PCR simples pelo facto de utilizar mais do que um par de primers diferen-

tes, que apresentam perfis térmicos de amplificacdo iguais, o que permite a amplificacdo si-
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multanea de mais do que uma sequéncia alvo (Parija, 2012; Wang et al, 1997). Importa salien-
tar que um protocolo de PCR multiplex requer que cada primer seja altamente especifico para
o gene alvo, ndo emparelhe consigo préprio nem com outras regides homoélogas, e que ndo
forme dimeros com os outros primers presentes na reac¢ao (Saiki, 1989; Perry et al, 2007).

Apbs a PCR, os produtos amplificados podem ser visualizados em eletroforese em gel
de agarose (Aryal, 2022b). A eletroforese € uma técnica utilizada para separar fragmentos de
DNA, de acordo com seu tamanho molecular, e envolve a passagem de uma corrente elétrica
através de um gel de agarose. A velocidade de migragdo dos fragmentos amplificados varia
em fung¢do do seu tamanho, o que permite que sejam separados uns dos outros (fragmentos
de menor tamanho migram mais ao longo do gel). A nivel molecular, o gel de agarose € uma
matriz de moléculas ligadas por pontes de hidrogénio e que formam micro poros, por onde
migram os fragmentos de DNA. O gel pode ser preparado em diferentes concentracdes de
agarose, de acordo com os tamanhos moleculares dos fragmentos a separar. Na visualizagdo
dos fragmentos amplificados é utilizado um corante (como por exemplo o GelRed) que se in-
tercala nas moléculas de DNA, e que emite fluorescéncia quando exposto a luz ultravioleta. O
tamanho dos fragmentos amplificados é determinado utilizando um marcador de pesos mo-
leculares (Aryal, 2022b; Coleman & Tsongalis, 2006; Parija, 2012).

1.7.2 Serotipagem

Os sistemas de monitorizagdo e vigilancia de salmonelose na UE dependem fortemente
de uma caracterizacdo fidedigna e padronizada de Salmonella spp., a qual inclui a identifica-
¢do do serotipo (Robertson et al, 2018).

O método padrao baseia-se na serotipagem, utilizando o esquema White Kauffman-Le
Minor (Grimont & Weill, 2007; Ibrahim & Morin, 2018; Robertson et aZ, 2018). Este esquema
de serotipagem foi desenvolvido em 1926, e tem sido utilizado desde entdo. O Centro Colabo-
rativo de Referéncia e Pesquisa de Salmonellaspp. da OMS (Instituto FPasteurem Paris, Franca)
é o responsavel pela atualizacdo de novas férmulas antigénicas que vao sendo identificadas
(Talib et al., 2022).

Segundo este método, os isolados de Sa/monella spp. sdo agrupados em serotipos com
base na rea¢do de aglutinagdo dos antissoros aos antigénios somaticos (O) e aos antigénios
flagelares (H) de primeira e segunda fase (Grimont & Weill, 2007).

Existem mais de 2600 serotipos diferentes de Sa/monella spp. identificados (Issenhuth-
Jeanjean et al, 2014). Os serotipos representam grupos distintos dentro de uma tinica espécie
de microrganismos, nomeadamente bactérias, que apresentam antigénios comuns (Dieck-
mann & Malorny, 2011).
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Os antigénios somaticos, de natureza lipopolissacaridea encontram-se presentes na ca-
mada externa da parede celular da bactéria e diferem na sua constituigdo quimica. Por outro
lado, os antigénios flagelares sdo proteinas que fazem parte dos flagelos bacterianos, estrutu-
ras semelhantes a filamentos responsaveis pela motilidade da bactéria (CDC, 2022a; Ibrahim
& Morin, 2018). As bactérias Salmonella spp. podem ser difdsicas ou monofésicas, em relagdo
aos antigénios H. Isso significa que algumas estirpes podem expressar duas proteinas diferen-
tes de filamentos flagelares (FIjB e FliC), num processo controlado pela recombinase Hin e
conhecido como viragem de fase, enquanto outras expressam apenas uma fase flagelar (Boni-
tield & Hughes, 2003).

Uma vez identificados os antigénios somaticos e flagelares, a classificagdo final do sero-
tipo é representada pela férmula antigénica: O:H1:H2. Nesta féormula, 'O’ corresponde ao an-
tigénio somédtico e 'H' representa os antigénios flagelares expressos na primeira e segunda fase,
respetivamente. E possivel que um serotipo expresse mais de uma combinagio de antigénios.
Alguns antigénios sométicos ou flagelares podem estar presentes ou ausentes, ndo estando o
mesmo relacionado com o processo de viragem de fase. Nestes casos, os antigénios sdo repre-
sentados entre parenteses retos ([ ). Se o serotipo for monofasico, o tiltimo antigénio é repre-
sentado por um hifen (-). A titulo de exemplo, a férmula antigénica da variante monofésica de
Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium é 1,4,[5],12:i:- (5. Typhimurium monofésica)
(Grimont & Weill, 2007).

1.7.3 Testes de suscetibilidade a antibi6ticos

O teste de suscetibilidade a antibiéticos (TSA) constitui outra metodologia importante
na caraterizacdo dos isolados bacterianos. O método Kirby-Bauer ou de difusdo em disco, é
um dos métodos recomendados pelo Comité Europeu de Avaliagdo da Suscetibilidade Anti-
microbiana (EUCAST) e permite testar varios agentes antimicrobianos de uma s6 vez, obtendo
rapidamente o perfil de resisténcia fenotipico de um determinado isolado bacteriano (EU-
CAST, 2023; Matuschek etal, 2014).

O TSA avalia os padrdes de resposta das bactérias a concentragdes pré-determinadas de
antibidticos. De acordo com o0s valores obtidos, as bactérias podem ser agrupadas em 3 cate-
gorias: resistente (R), suscetivel por uma exposi¢do aumentada (I) e suscetivel por uma dose
standart (S) ao antibi6tico em estudo (EUCAST, 2023).

Para Salmonella spp. e E. coli é utilizado o meio de cultura Mueller-Hinton (MH) agar,
de acordo com a recomendagdo do EUCAST. Este meio € caracterizado pela auséncia de

substancias que possam interferir com a atividade dos antibi6ticos.
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O método de difusdo em disco consiste na colocagdo de discos impregnados com con-
centragdes conhecidas de antibi6ticos que difundem no meio inoculado e, dependendo da sus-
cetibilidade, conseguem ou néo inibir o crescimento bacteriano (EUCAST, 2023; Matuschek et
al, 2014). A inibigdo ¢é identificada pela formacdo de halos a volta dos antibiéticos, apds incu-
bagdo a temperatura apropriada, e o didmetro da zona de inibi¢do é medido e comparado com
os valores de referéncia indicados pelo EUCAST (EUCAST, 2023).

1.7.4 Sequenciagdo completa do genoma

A sequenciagdo do genoma permite identificar, na ordem precisa, os nucle6tidos que
constituem um fragmento especifico de DNA (Ibrahim & Morin, 2018; Lupindu, 2017).

Em 1977, Frederick Sanger desenvolveu um método pioneiro de sequenciagdo de DNA
que envolve a integracdo de dideoxinucle6tidos (ddNTPs), por uma DNA polimerase, durante
a replicacdo do DNA (Sanger et al., 1977). Este método ficou conhecido como sequenciagdo de
Sangere foi amplamente utilizado durante décadas (van Dijk efal, 2014). Mais tarde, o desen-
volvimento da sequenciagdo do genoma por Next Generation Sequencing (NGS) trouxe uma
solucdo mais completa, mais rapida, mais econémica e com uma maior capacidade de proces-
samento (van Dijk et al, 2014).

Atualmente, a sequenciagdo do genoma por NGS constitui um método superior na ca-
racterizagdo de material genético (Ibrahim & Morin, 2018; Lupindu, 2017). Através da sequen-
ciagdo completa do genoma (WGS) por NGS, é possivel analisar o genoma completo de uma
bactéria, nomeadamente de E. colie Salmonella spp., num curto espaco de tempo (Ibrahim &
Morin, 2018; Lupindu, 2017). Para além da caracterizacdo do material genético, a sequenciacao
do DNA permite a comparagdo da composi¢do genética de isolados de diferentes origens,
sendo util na avaliacdo de diferentes surtos, nomeadamente, de origem alimentar (Ibrahim &
Morin, 2018; Lupindu, 2017; WHO, 2018b).

A empresa /llumina Inc. desenvolveu uma das plataformas tecnolégicas de sequencia-
¢do gendmica mais populares, sendo a tecnologia atualmente disponivel no Instituto Nacional
de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA). Este método é baseado na sequenciagdo por sintese e
requer diferentes etapas: fragmentacdo do DNA, adi¢do de adaptadores, amplificacdo, sequen-
ciagdo e analise preliminar (Meyer & Kircher, 2010).

A informacdo obtida apds sequenciacdo (reads) é posteriormente avaliada (em termos
de qualidade) e analisada, com recurso a ferramentas de bioinformatica disponiveis online e

de livre acesso. De entre estas plataformas, destaca-se a Enterobase (https://entero-

base.warwick.ac.uk/) e o Center for Genomic Epidemiology (CGE) (https://www.genomice-

idemiology.org/).
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A plataforma Enterobase foi desenvolvida pelo Departamento de Genética da Universi-
dade de Warwick, no Reino Unido, com o objetivo de fornecer recursos e ferramentas para o
desenvolvimento de andlises filogenéticas e epidemiolédgicas de diversas bactérias, nomeada-
mente as pertencentes a familia Enferobacteriaceae. Esta plataforma disponibiliza igualmente
uma ferramenta na sua pipeline, a QAssembly que, para além de avaliar a qualidade dos reads
da sequenciagdo de acordo com os critérios de qualidade definidos, permite a criagdo dos res-
petivos assemblies. A submissdo dos readsa esta plataforma, quando acompanhada dos res-
petivos metadados, permite ainda a realizacdo de andlises filogenéticas, com inclusdo de iso-
lados nacionais e/ou internacionais (EnteroBase, 2023).

A plataforma CGE é uma plataforma online, desenvolvida pela Universidade Técnica
da Dinamarca (7echnical University of Denmark), que fornece ferramentas e recursos para a
realizacdo de andlises gendmicas e epidemiolégicas de bactérias, entre as quais E. coli e Sal-
monella spp. A identifica¢do e caracterizagdo gendmica € realizada por comparagido da homo-
logia existente entre os reads ou os assemblies em estudo e as bases de dados atualizados e
curados disponibilizadas na plataforma, que contém milhares de sequéncias e genes (Anjum,
2015; Chan, 2016).
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2

OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo isolar e caracterizar fenotipica e genotipica-
mente estirpes de E. coli e Salmonella spp. isoladas de fezes de suinos e de carnes cruas para
consumo, em Portugal. Tendo isso em consideracao, pretendeu-se:

1) isolar E. coli e Salmonella spp. de fezes de suinos produzidos para consumo humano,
colhidas em diferentes matadouros e de animais provenientes de diferentes exploragdes;

2) isolar E. coli e Salmonella spp. de amostras de carne de porco crua para consumo,
adquiridas em diversas superficies comerciais;

3) avaliar a qualidade microbiolégica das amostras de carne crua para consumo;

4) identificar isolados patogénicos de E. coli;

5) identificar os serotipos de Salmonella spp.;

6) avaliar o perfil de resisténcia a antibi6ticos e a presenca de genes de resisténcia a coli-
stina nos isolados de E. colie de Salmonella spp.;

7) sequenciar e caracterizar o genoma completo de isolados de interesse, nomeadamente
de isolados patogénicos intestinais, com genes de resisténcia a colistina e/ou multirresistentes
a antibiodticos;

8) comparar e avaliar as estirpes de E. coli e de Salmonella spp. isoladas de fezes de
suinos com as estirpes isoladas de carnes cruas para consumo;

9) analisar filogeneticamente as estirpes sujeitas a WGS.
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3

MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

3.1.1 Origem e descri¢do dos produtos biol6gicos

No presente estudo foram analisados 152 produtos biolégicos de origem suina, corres-
pondentes a matrizes de origem alimentar e animal.

Foram analisadas 52 amostras de carne de porco crua, de origem portuguesa, adquiridas
em diversas superficies comerciais entre os meses de janeiro e abril de 2023. As amostras foram
adquiridas refrigeradas, mas ndo congeladas, e foram transportadas até ao Laboratério de Mi-
crobiologia do Departamento de Alimentagdo e Nutricdo (URMI-L) do INSA no praxo maximo
de 12 horas (h), respeitando sempre as condi¢des de refrigeragdo apropriadas (transporte em
mala isotérmica). No laboratério, as amostras foram conservadas em frigorifico de tempera-
tura controlada e processadas num prazo méaximo de 24 h ap6s a aquisi¢do. Em todas as eta-
pas, foram respeitados os prazos de validade dos produtos adquiridos.

Foram igualmente analisadas 100 amostras de fezes de suinos produzidos para consumo
humano, provenientes de diferentes exploragdes portuguesas. As colheitas foram efetuadas
em diversos matadouros entre os meses de novembro de 2022 e margo de 2023. Os produtos
biolégicos foram recolhidos durante a fase de evisceracdo, por um veterinario da Faculdade
de Medicina Veterindria da Universidade Lus6fona de Lisboa, e foram transportados de forma
refrigerada até ao Laboratério Nacional de Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais do Depar-
tamento de Doengas Infeciosas do INSA, sendo processados de imediato ou, em alternativa,
conservados a -20°C.

A distribuicdo geogréfica, por regides, dos produtores das amostras de carne crua de
suino e das exploracdes dos suinos enviados para o matadouro encontra-se representada na
Figura 3.1. e nas Tabelas 3.1. e 3.2.
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carnes: 0

carnes: 3

carnes: 23

cames: 2

Figura 3.1. Distribui¢do geogréfica, por regides, dos produtores das amostras de
carne crua de suino e das exploracdes de origem dos suinos enviados para o
matadouro.

Tabela 3.1. Produtores das amostras de carne crua de suino, agrupados por regiao.

CI- | CT- | LVT- | LVT- | LVT- | LVT- | LVT- | LVT- | ALG-
Produtor* 2- 3- 4- 5- 6- 7- 8- 9- 1- Desconhecido
CC | CC| CC CC cC CC CcC cC CC

N°de
amostras de 1 2 2 1 1 14 3 2 2 24

carnes

*, os produtores das amostras de carne crua de suino sdo representados por uma férmula cuja primeira letra
corresponde a regido, seguida da identificagdo do produtor (ntimero), e pela sigla CC, Carnes Cruas. Por exem-
plo CT-2-CC, refere-se ao produtor 2 de carnes crua de suino (CC), da regido do Centro de Portugal (CT). CT,
Centro; LVT, Lisboa e Vale do Tejo; ALG, Algarve; D, Desconhecida.
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Tabela 3.2. Exploragoes de origem dos suinos enviados para o matadouro agrupadas por regido.

Regido N CT
N- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT- | CT-
Explorages* Q- A- B- C- D- E- F- | G- | H- I- J- | K- | L- | Y-
SM |SM | SM | SM | SM | SM [SM |SM | SM | SM | SM | SM | SM | SM
N° de amos-
tras fezes de 1 5 3 4 1 7 3 2 4 5 5 4 4 1
suinos

*As exploragdes de origem dos suinos enviados para o matadouro sio representadas por uma férmula cuja primeira letra
corresponde a regido, seguida da identificacdo da exploracao (letra), e da sigla SM, Suinos Matadouro. Por exemplo N-Q-SM,
refere-se a exploragio Q de suinos enviados para o matadouro (SM), da regido do Norte de Portugal (N).

N, Norte; CT, Centro

Tabela 3.2. Exploragoes de origem dos suinos enviados para o matadouro agrupadas por regido (continuagao).

Regido LVT ALT D
LVT- | LVT- | ALT- | D- D- D- D- D- D- D- D-
Desconhe-
Exploragdes* M- N- X- O- | P- R- S- T- | U- | V- | Z- d
cida
SM SM SM SM | SM | SM | SM | SM | SM | SM | SM
NP° de amostras
de fezes de 5 5 3 5 5 5 1 3 5 5 5 4
suinos

*As exploragdes de origem dos suinos enviados para o matadouro sdo representadas por uma férmula cuja primeira letra
corresponde a regido, seguida da identificacdo da exploragdo (letra), e da sigla SM, Suinos Matadouro. Por exemplo LVT-M-
SM, refere-se a exploracdo M de suinos enviados para o matadouro (SM), da regido do Lisboa e Vale do Tejo de Portugal

(LVT).
LVT, Lisboa e Vale do Tejo; ALT, Alentejo; D, Desconhecida.
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3.2 Isolamento e Identificacdo de E. coli e Salmonella

spp- de Carne de Origem Suina

Na Figura 3.2. encontram-se representadas, sob uma forma esquematica e resumida, as
diversas etapas realizadas para a andlise microbiolégica de amostras de carne crua, nomeada-

mente para o isolamento, contagem e identificacdo de E. coli e para o isolamento e identifica-

¢ao de Sa/monella spp.
Preparagio das amostras para analise
I
l E. coli l Salmonella spp.
Contagem de E. coli Pesquisa de Salmonella spp.
TEMPO®EC VIDAS®SLM
E. coli detetada Salmonella spp. detetada
Inoculagio em meio CCA Inoculagdo em meios IRIS Saimonella Agar e XLD
Isolamento em GS Isolamento em GS

Se morfologia das colGnias suscitar

dividas Se morfologia das colénias suscitar

dividas

Identificagdo de E. coli
enineagac de = col Identificacio de Salmonella spp.

Identificagdo no equipamento VITEK®
ou
Reagdo de polimerase em cadeia para
detecdo do gene 165 rRNA

!

Identificacdo Equipamento VITEK®

As estirpes sdo guardadas a -20°C, em meio de conservagdo TSB 20% glicerol, e s3o realizados os

procedimentos preconizados no estudo

Figura 3.2. Metodologias utilizadas no isolamento e identificagdo de E. coli e Salmonella spp. de amostras de carne
crua.

CCA, Agar Coliforme Cromogénico; GS, Gelose Simples; XLD, Agar Xilose Lisina Desoxicolato; TSB, Caldo de Triptona Soja.
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3.2.1 Analises microbioldgicas

Todas as andlises microbiolégicas foram realizadas na URMI-L, segundo a norma ISO
7218:2007.

3211 Preparagdo das amostras

A preparacdo das amostras de carne, é uma etapa fundamental para a adequacio das
mesmas para a detegdo, a identificacdo e a quantificacdo de E. coli e Salmonella spp. presentes
por unidade de massa (gramas (g)) ou de volume (mililitro (mL)).

Nas amostras de carne embaladas, procedeu-se a desinfecdo do exterior das embalagens.
Em ambiente de assepsia, foram colhidas 10 g de uma parte representativa de cada amostra
para um saco esterilizado e previamente identificado com o ndmero da amostra e a data da
realizacdo da andlise. Foi adicionado o diluente, a 4gua peptonada tamponada, na proporgao
de 1:10 (10 g:100 mL), utilizando o diluidor automético com balanga, Dilumat Start (bioMé-
rieux® SA, Marcy 1'Etoile, Franga). Por fim, o saco foi devidamente homogeneizado, durante
60 segundos (s) e a uma velocidade de 230 rotagdes por minuto (rpm), utilizando um homo-
geneizador Stomacher® 400 Circulator (Seward Limited, Londres, UK).

Esta suspensao foi utilizada para a contagem de £. colino sistema TEMPO® EC (corres-

pondendo & amostra 10!) e como meio de pré-enriquecimento para a pesquisa de Sa/monella

Spp-

3.21.2 Contagem e identificacdo de E. coli
Para a contagem de E. cofi foi utilizado o sistema TEMPO® EC (bioMérieux® SA, Marcy

I'Etoile, Franca), desenvolvido para obter um desempenho analogo ao preconizado na norma
ISO 16649-2:2001. Este consiste num sistema comercial automatizado, para a contagem de .
coli em géneros alimenticios, composto por um frasco de meio de cultura e uma “carta” de
identificacdo. O equipamento TEMPO® utiliza métodos estatisticos, 0 método do Niimero

Mais Provavel (NMP), para calcular o nimero de microrganismos presentes nas amostras em
estudo (bioMérieux, 2022a).

Para a contagem de . coli, e ap6s hidratagido e homogeneiza- *
¢do dos meios de cultura TEMPO® EC com 3 mL de dgua destilada ‘.’ - .‘ ?:: ;‘ 'g.
estéril, foi adicionado 1 mL das amostras previamente preparadas v ':r: .;’ :: .
(ponto3.2.1.1). As amostras foram automaticamente pipetadas pelo {‘. ¥ 8“' ’ .
equipamento Tempo® Filler para as "cartas" TEMPO® EC e foram i '."’. '3

incubadas 24 h a 37+1 °C. O valor da contagem de microrganismos

foi lido pelo equipamento Tempo® Reader. O saco TEMPO®, con- Figura 3.3. Meio de cultura
CCA com crescimentos de co-
l6nias de E. coli (Solabia
Ap0s este periodo, foi inserida uma ansa diretamente no saco Group,2016a).

tendo a diluicdo 10! inicial, foi incubado a 37+1 °C durante 24 h.
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TEMPO® e procedeu-se ao espalhamento num meio seletivo e diferencial, CCA (Biokar, Be-
auvais, Franga), que foi incubado 24 h a 37+1 °C.

Os resultados positivos traduziram-se no crescimento de colénias azuis-escuras (Figura
3.3.). De cada placa, foram repicadas até 6 coldnias, para isolamento em meio ndo seletivo,
Gelose Simples (GS).

A conservacgdo das estirpes de E. coli foi realizada por inoculagdo num meio nutritivo
suplementado com glicerol, Caldo de Triptona Soja (TSB) com 20% glicerol (Biokar, Beauvais,
Franca) a -20 °C.

3.2.1.3 Pesquisa e identificacdo de Salmonella spp.
Para pesquisa de Salmonella spp. foi utilizado o sistema VIDAS® SLM (bioMérieux®

SA, Marcy 1'Etoile, Franca). Este sistema comercial automatizado consiste num teste imunoen-
zimatico para detecdo especifica de antigénios de Sa/monella spp., através da técnica Enzyme
Linked Fluorescent Assay (ELFA) (bioMérieux, 2022b).

Para a pesquisa de Sa/monella spp., o meio de pré-enriquecimento em agua peptonada
tamponada, descrito no ponto 3.2.1.1, foi incubado a 37+1°C durante 16-20 h. Procedeu-se a
transferéncia de 0,1 mL desta suspensdo para um tubo contendo 10 mL de caldo de enriqueci-
mento seletivo Sa/monella Xpress 2 (SX2) (bioMérieux® SA, Marcy 1'Etoile, Franca), que foi
homogeneizado e incubado 22-26 h a 41,5+1°C. Ap6s o periodo de incubagao, a suspensao foi
homogeneizada e 500 pl da mesma foram testados pelo método VIDAS® SLM.

As amostras com resultado positivo foram sujeitas a testes de confirmacdo e identifica-
¢do, como recomendado na norma ISO 6579-1:2017. Assim, foi inserida uma ansa diretamente
no tubo contendo caldo SX2, a qual foi inoculada, por espalhamento, em meios seletivos e
diferenciais, XLD e IRIS Salmonella Agar (Biokar, Beauvais, Franga). As placas foram incuba-
das24 ha37+1°C.

O isolamento foi realizado a partir da inoculacdo das - ‘,'_:
amostras no meio IRIS Sa/monella Agar, e os resultados posi- RETIE
tivos traduziram-se no crescimento de colénias cor-de-rosa (Fi- i iy i
gura 3.4.). Foi repicada 1 colénia, para isolamento em meio nao
seletivo de GS.

As estirpes de Salmonella spp. foram conservadas em

meio TSB 20% glicerol a -20°C. i .
Figura 3.4. Meio de cultura IRIS com

crescimentos de colbénias de Sa/mo-
nella spp. (Solabia Group, 2016b).
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3214 Critérios microbiol6gicos utilizados para a interpretagdo dos resultados
obtidos

A interpretagdo dos resultados dos ensaios microbioldgicos obtidos nas amostras de
carne de suinos teve por base o niimero de unidades formadoras de colénias (ufc) de E coli
por grama (ponto 3.2.1.2) e a presenga ou auséncia de Sa/monella spp. (ponto 3.2.1.3) nas amos-
tras analisadas, segundo os critérios microbiol6gicos definidos no Regulamento (CE) n.°
1441/2007 (ponto 1.4.2).

Relativamente a detecdo de Salmonella spp., foram utilizados os critérios microbiolé-
gicos de seguranca definidos pelo regulamento para preparados de carne. No caso de E. coi,
e uma vez que a legislacdo vigente ndo abrange critérios microbiolégicos de seguranga para a
sua contagem em carne, a interpretagdo dos resultados foi realizada com base nos critérios de

higiene dos processos estabelecidos para preparados de carne (Tabela 3.3.).

Tabela 3.3. Critérios microbioldgicos utilizados para a avaliagdo da qualidade microbioldgica da carne de suinos.

Resultado
Contagem (ufc/g) ou Pesquisa (em 10 g)

E. coli (ufc/g) <500 > 500 < 5000 > 5000
Salmonellaspp. Nao detetado N/A Detetado

ufc/g, unidades formadoras de colénias por grama; N /A, Nao aplicavel.
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3.3 Isolamento e Identificacdo de E. coli e Salmonella
spp. de Fezes de Suinos

O procedimento de isolamento e selecdo de E. colie Salmonella spp. de amostras de fezes

foi realizado em ambiente estéril, de acordo com o esquema apresentado na Figura 3.5.

Isolamento de amostras de fezes

E. coli
1 g fezes+ 10 mL Salmonella spp.
Agua Peptonada 2 ansas de 10 pL de
Tamponada fezes + 5mL caldo GN

4-5 hfg? nc

v v

inocular a suspensdo em meio inocular a suspensdo em meio
HK HK

18-24 hf37°C 18-24 hf37 °C

\ \

N P . . — Ani
E. coli — Coldnias alaranjadas Salmonella_spp. Coldnias
e brilhantes ou rosa salméo, verdes ou azul-esverdeado,
normalmente com um com ou sem ponto negro

precipitado rosa em volta das central

coldnias

v

Todas as estirpes sdo guardadas em meio de conservagiio (TSB 20%
glicerol) a -20 °C e seguem depois as anélises preconizadas no estudo

Figura 3.5. Esquema para isolamento e selegdo de E. colie Salmonella spp. de amostras de fezes.

GN, Gram-negativo; HK, Agar Hektoen; TSB, Caldo de Triptona Soja.

Para o isolamento de E. coli, foi efetuada uma suspensao de 1 g de amostra fecal em 10
mL de 4gua peptonada tamponada. Apds um periodo de incubagao de 18-24 h a 37+1°C, sem
agitacdo, foi realizado o espalhamento em meio seletivo e diferencial HK. Apés incubacao a
37+1°C durante 18-24 h, os resultados positivos traduziram-se no crescimento de colénias ala-

ranjadas e brilhantes ou rosa salmédo, normalmente com um precipitado rosa em volta (Figura
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3.5.). Foram repicadas até 6 coldnias de cada cultura, para isolamento em meio ndo seletivo de
GS.

No caso de Salmonella spp., foi efetuada uma suspensao de 2 ansas de 10 pL de amostra
fecal em 5 mL de caldo de enriquecimento seletivo Gram-Negativo (GN). Ap6s uma incubagdo
de 4-6 h a 37+1°C, procedeu-se a inoculagao, por espalhamento, em meio HK. A incubacido no
meio HK ocorreu a 37+1°C durante 18-24 h e os resultados positivos traduziram-se no cresci-
mento de coldnias verde ou azul-esverdeado, com ou sem ponto negro central.

As estirpes de E. coli e Salmonella spp. foram conservadas em TSB 20% glicerol e guar-

dadas a -20°C, até que todos os procedimentos fossem concluidos.

3.4 Identificagdo de E. coli

A identificacdo de E. colifoi feita com base nas caracteristicas morfoldgicas das coldnias,
observadasno meio seletivo. No caso de surgirem duvidas nesta identificagdo presuntiva, pro-
cedeu-se a identificagdo por VITEK®?2 e VITEK® MS ou, em alternativa, por PCR para pesquisa
do gene 165 rRINA especifico de E. coli.

3.4.1 Equipamento VITEK®

As colonias suspeitas de E. coli foram confirmadas no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Doengas Infeciosas do INSA, utilizando os equipamentos automatizados
VITEK® 2 COMPACT ou VITEK® MS (bioMérieux® SA, Marcy 1'Etoile, Franca).

O equipamento VITEK® 2 COMPACT permite a identificagio de microrganismos com
base nas propriedades bioquimicas (bioMérieux, 2022c), enquanto o equipamento VITEK® MS
se baseia na espectrometria de massa MALDI-TOF, associada a uma base de dados alar-

gada de espécies clinicamente relevantes (bioMérieux, 2022d).

3.4.2 Reagdo de polimerase em cadeia para detegdo do gene 165
rRNA

Em alternativa a identificagdo pelo equipamento VITEK®, as col6nias de E. coli foram
confirmadas através de uma PCR especifica para detecdo do gene 765 rRNA.

Para este procedimento, o DNA foi extraido por fervura e diluido a 1:10, em agua ultra-
pura. A partir de uma cultura pura, e com o auxilio de uma ansa estéril de 1 pL, foi feita uma

suspensdo em 100 pL de dgua ultrapura, livre de DNases e RN Ases. A suspensao foi colocada
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num banho-maria a 100°C, durante 10 min e, arrefecida a -20°C durante 1 min. Apés centrifu-
gacdo a 10.000 rpm durante 10 min, o sobrenadante foi recolhido e guardado a -20°C, até ser
necessario.

Na mistura de reac¢do, para além do DNA (1 pL) foi utilizada a enzima KAPA robust
(Roche, Basel, Switzerland), segundo as especificagdes do fabricante, e 1 nL de cada primer
(para uma concentracdo 0,4 pM na reacdo), descritos na Tabela 3.4. Como controlo positivo foi
utilizado 1 pL de DNA dos painéis de avaliagdo externa de qualidade (AEQ) em que o labora-
torio participa, a uma dilui¢do 1:10. O volume final da mistura de reagdo foi de 25 nL.

A reagao de amplificagdo ocorreu de acordo com as condi¢des descritas na Tabela 3.4., e
os produtos amplificados foram sujeitos a uma eletroforese (100 V/30 min) em gel de agarose

2,5%, com tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) com uma concentragdo 0,5x.

Tabela 3.4. Descrigdo dos primers utilizados para a amplificacdo do gene alvo 765 rRNA, tamanho do fragmento

amplificado e condi¢des da reagdo de amplificacdo.

. L Tamanho do .
Gene . Sequéncias Nucleétidicas Condigoes de .
Primers fragmento . Referéncia
Alvo (5’-3") amplificacdo
(pb)
95°C 3
. 1x
min
ECA75 GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC .
95°C
15s
65°C 30 Adaptado
165 544 15 X de Sabat
rRNA 72°C etal, 2000
15s
AGCCCGGGGAT- 72°C 1
ECR619R . Ix
TTCACATCTGACTTA min
12°C )

F, Forward; R, Reverse; A, Adenina; T, Timina; C, Citosina; G, Guanina; pb, pares de bases; IRNA, RNA ribossémico.

3.5 Identificacdo de Salmonella spp.

As colénias suspeitas de Salmonella spp. foram confirmadas por VITEK® 2 ou VITEK®
MS (ponto 3.4.1).

42



3.6 Caracterizagao dos Isolados de E. coli e Salmonella
spp-

Na Figura 3.6. e 3.7. encontram-se representadas, sob uma forma esquemaética, as me-
todologias utilizadas para a caracterizagdo fenotipica e genotipica dos isolados de E. coli e

Salmonella spp., respetivamente.

E. coli
/ ﬁt}? \\'L
* Identificacéo de isolados Identificagdo da presenga
patogénicos de genes de resisténcia a
Testes de suscetibilidade a . ) colistina
antibiéticos (TSA) = Reacdo c!e polimerase
em cadeia (PCR) e Reacdo de polimerase
*  Método de difusdo em | | em cadeia (PCR)
disco (Kirby-Bauer) Detecdo dos genes Detecdo dos |
eae, estp, esth, elt, genes stxl e Detecdo dos
aaiC, aggR, aatA, stx2 genes mcr 1-9
ipaH
1 1 I
Isolados multirresistentes Isolados com um resultado positivo

Y

Sequenciagdo completa do genoma
(WGS)

Figura 3.6. Metodologias utilizadas para a caracterizagdo dos isolados de E. coli.

eae, gene responsavel pela produgdo de intimina; estp, gene responsavel pela produgdo da enterotoxina termoestavel porcine
(stal, estap, stap); esth, gene responsavel pela produgdo da enteroxina termoestdvel humana (st, ta2, sta3, sta4, stah, estah); e/,
gene responsavel pela producdo da enterotoxina termoldbil; aaiC, gene responsavel pela produgdo de uma proteina secretada
pelo sistema de secrecdo de tipo IV codificado no agrupamento cromossémico Aai; aggR, gene responsavel pela producdo do
fator de transcricio AggR que ativa a transcrigdo de diversos genes de patogenicidade; aatA, gene responsavel pela producdo da
dispersina do sistema de transporte; jpaf, gene responsavel pela produgdo da proteina efetora que inicia a cascata de ubiquitina,
necessdria para a invasdo das células; stxl e 2, genes responsaveis pela produgdo das toxina Shiga 1 e 2 respetivamente, que
definem o patotipo STEC/EHEC; mcr, gene responsavel pela resisténcia a colistina.
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Salmonella spp.

.9

v v

Testes de suscetibilidade a ¢ Sequenciacdo completa
antibioticos (TSA) Serotipagem do genoma (WGS)
e  Método de difusdo em e  Esquemade
disco (Kirby-Bauer) classificacdo White-

Kauffman-Le Minor

Figura 3.7. Metodologias utilizadas para a caracterizagdo dos isolados de Sa/monella spp.
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3.6.1 Reagdo de polimerase em cadeia

3.6.1.1 Pesquisa e identificacdo de fatores de patogenicidade de E. coli (IPEC)
3.6.1.1.1 Detecdo dos genes eae, estp, esth, elt aaiC, aggR, aatA, ipaH

A detecdo e identificagdo dos genes de viruléncia de £ coli eae, estp, esth, elt aaiC, aggR,
aatA e ipaH foi realizada através de trés reagdes de PCR multiplex.

Para este procedimento, foi utilizado o DNA previamente extraido por fervura (consul-
tar ponto 3.4.2), diluido em dgua ultrapura numa proporcao 1:5. Tendo em consideracdo que
foram guardadas até seis colonias/estirpes de E. coli de cada amostra bioldgica analisada, a
detecdo foi inicialmente realizada em pools de seis ou menos colénias. Sempre que surgiu um
resultado positivo na PCR, todas as estirpes incluidas na poo!/ foram analisadas individual-
mente.

Foram preparadas trés misturas de reagdo, para um volume final de 20 pL: mistura 1
para detecdo dos genes eae e jpaH, mistura 2 para detecdo dos genes elt, estp, esthe aaiC, e
mistura 3 para detegdo dos genes aggR e aatA. Para além do DNA (2,5 pL), a cada mistura foi
adicionada a enzima Hotstar Taq Plus (Qiagen®, Hilde, Alemanha), segundo as especificagdes
do fabricante, e os respetivos primers (para uma concentragdo de 0,2 1M na reagdo), descritos
na Tabela 3.5. Como controlo positivo foi utilizado 2,5 nL. de DNA (diluido a 1:5) dos painéis
de AEQ em que o laboratério participa.

As condig¢des de amplificagdo encontram-se descritas na Tabela 3.5., e os produtos am-
plificados foram sujeitos a uma eletroforese (100 V/40 min) em gel de agarose 2,5%, com tam-
pao TBE 0,5x.

Um isolado de E. coli foi classificado como patogénico (EPEC, STEC/EHEC, ETEC,
EAEC, EIEC) quando foi detetado, pelo menos, um dos genes testados.
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Tabela 3.5. Descri¢ao dos primers utilizados para a amplificacdo dos genes eae, estp, esth, elt, aaiC, aggR, aatA e

ipaH, tamanho do fragmento amplificado e condi¢des da reagao de amplificagao.

Tamanho do
. Gene . Sequéncias Nucleotidicas Condigdes de ..
Patotipo Primers fragmento M Referéncia
alvo (5’-3%) amplificagdo
(pb)
EPEC, Adaptado
eae F GGYCAGCGTTTTTTCCTTCCTG
STEC*/ eae 77 de Persson
EHEC eae R TCGTCACCARAGGAATCGGAG 95°C etal, 2007
Ix ———
estp F ACTGAATCACTTGACTCTTCA 15 min
estp 120
estp R TCACAGCAGTAAAATGTGTTGT
,  csthF TTCACCTTTCCCTCAGGATG oy OAC Adaptado
es i
ETEC esth R ATAGCACCCGGTACAAGCAG 505 de Fujioka
etal, 2013
eltF AACGTTCCGGAGGTCTTATG
elt 511 55 50C
eltR CAACCTTGTGGTGCATGATG 10s |3
TGGTGACTACTTT- X
aaiC F
GATGGACATTGT —
aaiC 313
. GACACTCTCTTCTGGGG- 1 min
aaiC R
TAAACGA
GCAATCAGAT-
aggRF Adaptado
TAARCAGCGATACA 79°C
EAEC aggR 426 ) 1x  de Boisen
CATTCTT- 3 min
aggR R etal, 2012
GATTGCATAAGGATCTGG
CAGACTCTGGCRAAAGACTG-
aatA F
TATCAT
aatA 642
CAGCTAATAATGTATA-
aatA R
GAAATCCGCTGT 12°C o0
ipaH F TTGACCGCCTTTCCGATACC Adaptado
EIEC ipaH 647 de Persson
ipaH R ATCCGCATCACCGCTCAGAC et a]., 2007

EPEC, E. colienteropatogénica; EHEC, E. coli enterohemorragica; ETEC, E. coli enterotoxigénica; EAEC, E. colienteroagregativa;
EIEC, E. colienteroinvasiva; F, Forward, R, Reverse; A, Adenina; T, Timina; C, Citosina; G, Guanina; pb, pares de bases; eae, gene
responséavel pela produgdo de intimina; estp, gene responsavel pela produgdo da enterotoxina termoestavel porcine (stal, estap,
stap); esth, gene responséavel pela produgdo da enterotoxina termoestdvel humana (st, sta2, sta3, sta4, stah, estah); e/t, gene res-
ponsavel pela producéo da toxina termoldbil; aaiC, gene responsavel pela produgdo de uma proteina secretada pelo sistema de
secregdo de tipo IV codificado no agrupamento cromossémico Aai; aggR, gene responsavel pela produgao do fator de transcricao
AggR que ativa a transcri¢do de diversos genes de patogenicidade; aatA, gene responsavel pela produgéo da dispersina do sis-
tema de transporte; jpaH, gene responsavel pela produgdo da proteina efetora que inicia a cascata de ubiquitina, necessaria para
a invasdo das células; *, quando associado ao gene stx.
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3.6.1.1.2 Detecdo dos genes stxl e stx2

A detegdo e identificagdo da presenga de toxinas Shiga nos isolados de E. colifoi baseada
na identificagdo dos genes stx7 e stx2, em duas reagdes de PCR especificas.

Para este procedimento, foi utilizado o DNA previamente extraido por fervura (consul-
tar ponto 3.4.2), diluido em dgua ultrapura numa proporcao 1:5. A detecdo foi inicialmente
realizada em pools e s6 depois foi individualizada, tal como descrito no ponto 3.6.1.1.1.

Na mistura de reacdo para além do DNA (5 pL), foi utilizada a enzima Hotstar Taq Plus
(Qiagen®, Hilde, Alemanha), segundo as especificagdes do fabricante, e os primers (para uma
concentragdo de 0,2 uM) descritos na Tabela 3.6. Como controlo positivo foi utilizado 5 nL de
DNA (diluido a 1:10) dos painéis de AEQ em que o laboratério participa. O volume final da
mistura de reacao foi de 20 pL.

As condigdes de amplificacdo encontram-se descritas na Tabela 3.6., e os produtos am-
plificados foram sujeitos a uma eletroforese (100 V/30 min) em gel de agarose 2,5%, com tam-
pao TBE 0,5x.

Um isolado de E. coli foi classificado como patogénico (STEC/EHEC) quando foi dete-

tado, pelo menos, um dos genes testados.

Tabela 3.6. Descricao dos primers utilizados para amplificagdo dos genes stx1 e stx2, tamanho do fragmento ampli-

ficado e condigbes da reagdo de amplificagdo.

Tamanho do
. Gene . Sequéncias Nucleotidicas Condigbes de ..
Patotipo Primers fragmento o Referéncia
alvo (5°-3") amplificacdo
(pb)
vix1- GTACGGGGATGCAGA-
det-F1 TAAATCGC 95°C 1x
stxl 209 15 min
vix1- AGCAGTCATTACATAA- 94°C
det-R1 GAACGYCCACT 50s
STEC/ GGCAC- Adaptado
Vb2 F4  TGTCTGAAACTGCTCCT 60°C 35 de Scheutz
EHEC 40s X
GT 627 etal, 2012
ATTAAACTGCAC- 72°C
vi2 R1 ,
b0 TTCAGCAAATCC 1 min
CGCTGTCTGAGGCATCT 799
vt2 F4-f , 1x
CCGCT 3 min
625
vi2 TAAACTTCACCTGGG- 12°C o0
Rlelf CAAAGCC

STEC/EHEC, E. coli produtora de toxina Shiga/enterohemorragica; A, Adenina; T, Timina; C, Citosina; G, Guanina; pb, pares de
bases; stxl e 2, genes responséveis pela produgio das toxina Shiga 1 e 2 respetivamente, que definem o patotipo STEC/EHEC.
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3.6.1.2 Identificagdo da presenga de genes de resisténcia a colistina

A detecdo e identificagdo da presenca de genes de resisténcia a colistina, mcr-1 a mcr9,
foi realizada através de duas rea¢des de PCR mul/tiplex.

Para este procedimento, foi utilizado o DNA previamente extraido por fervura (consul-
tar ponto 3.4.2), diluido em dgua ultrapura numa proporcao 1:5. A detecdo foi inicialmente
realizada em pools e s6 depois foi individualizada, tal como descrito no ponto 3.6.1.1.1.

Foram preparadas duas misturas de rea¢do, para um volume final de 20 pL: mistura 1
para detecdo dos genes mcr-1, mcr2, mcr-3, mcr4, mcr5 e mcr9, e mistura 2 para detecao
dos genes mcr-6, mcr-7, mcr8. Para além do DNA (2 pL). A cada mistura foi adicionada a
enzima Hotstar Taq Plus (Qiagen®, Hilde, Alemanha), segundo as especifica¢des do fabri-
cante, e os respetivos primers (para uma concentra¢do de 0,2 uM na reagdo), descritos na Ta-
bela 3.7. Como controlos positivos foram utilizados 2 nL de DNA (diluido a 1:10), previamente
sequenciados por WGS ou gentilmente cedidos pelo Laboratério de Bacteriologia e Micologia
do Instituto Nacional de Investigagdo Veterindria, Lisboa.

As condig¢des de amplificagdo encontram-se descritas na Tabela 3.7., e os produtos am-
plificados foram sujeitos a uma eletroforese (100 V/40 min) em gel de agarose 2,5%, com tam-
pao TBE 0,5x.
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Tabela 3.7. Descrigdo dos primers utilizados para a amplificagdo dos genes alvo mcr-1, mcr2, mer-3, mer4, mcr-5,

mcr-6, mcr-7, mer-8 e mcr9, tamanho do fragmento amplificado e condi¢oes da reagdo de amplificagao.

Tamanho do s
Gene . Sequéncias Nucleotidicas Condicoes N
Primers 5-3) fragmento de Referéncia
alvo (ob) amplificagdo
mer-1F - AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
mcr-1 320 95°C
mcr-1R - AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 1x
15 min
mcr2F CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT .
mer2 715 9
mcr2 R TCTAGCCCGACAAGCATACC 50s
mcr-3 F AAA- 58,5°C | 35  Adaptado
mer3 TAAAAATGTTCCGCTTATG 929 155 X de Rebelo
= mer-3R - AATGGAGATCCCCGTTTTT etal, 2018
3 72°C e Bertelloni
% mer-4F TCACTTTCATCACTGCGTTG 1 min etal,2022
E mcr4 1116
mcr-4R - TTGGTCCATGACTACCAATG 72°C
. 1x
mer5F  ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 3 min
mer5 TCATTGTGGTT- lod4
mcr-5R
GTCCTTTTCTG 19C¢ |
mer-9 F TTCCCTTTGTTCTGGTTG
mcr-9 1011
mcr-9R  GCAGGTAATAAGTCGGTC
mecr-6 F - AGCTATGTCAATCCCGTGAT 95°C | 1. Adaptado
mcr-6 252 15 min de Boro-
mer-6 R ATTGGCTAGGTTGTCAATC 94°C wiak efal,
50s 2020 e Ber-
0 telloni et
N mer7F  GCCCTTCTTTTCGTIGTT 57°C 180 o
$  mar7 551 15s | x
& mer7R  GGTTGGTCTCTTICTCGT 72°C
a min
s L
TCAACAATTCTACAAA- 799C
mcr-8 F ) 1x
GCGTG 3 min
mcr-8 856 12°C w
mcr-8R - AATGCTGCGCGAATGAAG

F, Forward; R, Reverse; A, Adenina; T, Timina; C, Citosina; G, Guanina; pb, pares de bases; mcr, gene responsavel pela
resisténcia a colistina.
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3.6.2 Serotipagem de Salmonella spp.

A serotipagem dos isolados de Sa/monella spp. foi realizada pelo método de aglutinacao
em lamina para os antigénios somatico (O) e flagelar (H), utilizando o esquema de classificacdo
White-Kauffman-Le Minor (Grimont & Weill, 2007).

Foi aplicada uma gota de antissoro somatico numa lamina de vidro e, com uma ansa,
misturaram-se as colénias de Sa/monella spp. previamente isoladas em meio de GS (ponto
3.2.1.3). O antigénio somatico foi identificado quando, ap6s inclinar a ldmina durante5a 10 s,
se observou uma reagdo positiva (aglutina¢do visivel). Uma reacdo negativa traduziu-se num

meio leitoso e turvo (Figura 3.8.).

Figura 3.8. Método de aglutinagdo em lamina, (A) Reacédo
positiva; (B) Reagdo negativa (Statens Serum Institut,
2013).

Seguiu-se o enriquecimento da cultura num meio semissélido rico em nutrientes, meio
Sven Gard (SG), para identificagdo dos antigénios flagelares de primeira fase. A cultura foi
inoculada, com uma ansa, na superficie da zona central do meio SG. O meio foi incubado 24 h
a 37°C e repetiu-se o procedimento de aglutinagdo em lamina descrito anteriormente, selecio-
nando as colénias que cresceram na periferia do meio.

Por fim, procedeu-se a viragem de fase, de modo a identificar os antigénios flagelares
expressos na segunda fase flagelar. A cultura enriquecida foi inoculada numa nova placa de
agar SG, onde foi misturada uma gota de antissoro do antigénio da primeira fase para o qual
se obteve uma reagdo positiva (antissoro de inversdo de fase). Apds incubagdo 24 h a 37°C,
repetiu-se o procedimento de aglutinacdo em lamina, selecionando as colénias que cresceram

na periferia do meio (Statens Serum Institut, 2013).

3.6.3 Testes de suscetibilidade a antibi6ticos

Os TSA foram realizados pelo método de difusdo em disco (Kirby-Bauer) para todos os

isolados de Sa/monella spp., de acordo com as recomendag¢des do EUCAST. No caso das estir-
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pes de E. coliisoladas de amostras de carne ou de fezes, o TSA foi realizado em todos o0s iso-
lados considerados como patogénicos pela PCR (ver pontos 3.6.1.1.1. e 3.6.1.1.2.) e nos restan-
tes isolados foi selecionada, de forma aleatéria, uma estirpe. Foram testados 18 antibiticos
(das marcas Bio-Rad, Oxoid e Liofilchem), nas doses recomendadas pelo EUCAST para cada
uma das bactérias em estudo: amoxicilina-dcido clavulanico; ampicilina; cefepima; cefotaxima;
ceftriaxona; cefoxitina; ceftazidima; meropenem; amicacina; gentamicina; 4cido nalidixico; pe-
floxacina no caso de Salmonella spp., e ciprofloxacina no caso de E. coli; trimetoprim; sulfa-
metoxazol; tetraciclina; tigeciclina; azitromicina; e cloranfenicol (Tabela 3.8.).

Para este procedimento foi preparada uma suspensao de colénias de culturas puras e
frescas (18-24 h) em solucdo de soro fisiolégico, até se obter 0,5 de turbidez segundo a escala
de McFarland. A suspensao foi inoculada por espalhamento em meio MH, com o auxilio de
uma zaragatoa, e os discos de antibidticos foram aplicados num periodo méximo de 15
min. As placas foram incubadas a uma temperatura de 37+1°C durante 18-20 h. Ap6s o peri-
odo de incubagao, foi feita a leitura manual do didmetro dos halos (Figura 3.9.). Os isolados
foram classificados como suscetiveis ou resistentes de acordo com os valores de cut-off epide-
miolégicos (ECOFFs) do EUCAST (EUCAST, 2022; EUCAST, 2023). Um isolado foi classifi-
cado como MDR quando apresentou resisténcia a trés ou mais classes de antibiéticos (Magi-
orakos et al,2011).

H 9;2 Mckariand Aplicacéo dos discos I |
de antibiéticos

Meio Muller-Hinton Inoculacéo da bactéria Leitura do diametro
dos halos

37+1°C
por18+2h

Figura 3.9. Método de difusdo em disco (Kirby-Bauer).
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Tabela 3.8. Antibidticos utilizados nos testes de suscetibilidade a antibidticos de E. colie Salmonella spp. (Adaptado
de EUCAST, 2022, 2023).

Antibiéticos Abreviatura Concentragdo do antibi6tico
Amoxicilina-Acido clavulanico AMC 30 pg
Ampicilina AMP 10 pg
Cefepima FEP 30 pg
Cefotaxima COX 5ng
Ceftriaxona CRO 30 pug
Cefoxitina FOX 30 pg
Ceftazidima CAZ 10 pg
Meropenem MEM 10 pg
Amicacina AKN 30 pg
Gentamicina GMN 10 pg
Ciprofloxacina CIP 5png
Acido nalidixico NAL 30 ug
Pefloxacina PEF 5ug
Trimetoprim TMP 5ng
Sulfametoxazol SMX 100 pg
Tetraciclina TET 30 pg
Tigeciclina TGC 15 ng
Azjtromicina AZM 15 pg

Cloranfenicol CHL 30 pg

3.6.4 Sequenciagdo completa do genoma

Para uma caracterizagdo gendémica mais aprofundada e para a andlise filogenética dos
isolados de E. coli e Salmonella spp. em estudo, procedeu-se a sequenciagdo completa do ge-
noma por NGS. Para tal, foram selecionados todos os isolados de Sa/monella spp., e todos os
isolados de E. coli patogénicos, identificados por PCR, com genes de resisténcia a colistina

e/ou multirresistentes aos antibiéticos testados.

3.64.1 Extracdo e quantificacio do DNA

Para realizar a extragdo de DNA por coluna de silica, foi utilizado o protocolo de purifi-

cacdo de DNA gendémico de culturas de células humanas ou tecidos animais, fornecido pelo
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sistema comercial de extracdo ISOLATE Il Genomic DNA (Bioline, Londres, RU), de acordo
com as especifica¢des do fabricante.

Neste método de extracdo, os acidos nucleicos ligam-se a uma fase estaciondria de silica
enquanto as impurezas como sais, metabolitos e componentes celulares sdo removidas no
fluxo de lavagens, efetuadas com dois tampdes diferentes. No final, é utilizado um tampao de
eluigdo apropriado para recuperar o DNA, através de centrifugagdo. O DNA obtido por este
procedimento é de elevada qualidade, livre de contaminantes, e passivel de ser utilizado na
sequenciacdo completa do genoma dos isolados em estudo (Meridian, 2023).

A quantificacdo do DNA foi realizada utilizando o fluorimetro Qubit® (Invitrogen/Life
Technologies, Grand Island, NY) e o sistema comercial dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), de acordo com as indica¢des do fabricante. Os produtos quantifica-
dos (25 pL. de DNA a uma concentragao de 5 ng/uL) foram enviados para a Unidade de Tec-
nologia e Inovacdo do INSA, que é responsavel pela preparagdo e manipulagdo dos equipa-

mentos de sequenciagdo, ndo tendo a autora participado nestes procedimentos.

3.64.2 Sequenciacdo completa do genoma

Para a preparacdo das bibliotecas foi utilizado o sistema NexteraXT library preparation
protocol (Illumina, San Diego, CA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A sequenciacgdo (paired-end sequencing 2x250pb ou 2x150pb) foi realizada nos apare-
lhos MiSeq ou NextSeq 550 (Illumina, EUA), e a qualidade do resultado obtido foi avaliada
utilizando o software FastQC v0.11.1. Os raw reads foram posteriormente entregues ao labo-

ratério, que procedeu a subsequente andlise gendmica.

3.6.4.3 Andlise genoémica dos isolados

Apo6s a sequenciagdo, os reads (em formato fastq) foram disponibilizados ao laboratério

e foram submetidos na plataforma Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/). Utili-

zando a pipeline QAssembly v3.61, foram realizados, de forma automaética, a avaliacdo da
qualidade dos reads, o trimminge a construcdo de assemblies de elevada qualidade. A infor-
macao sobre o filogrupo dos isolados de E. coli em estudo e sobre novas sequéncias tipo foi
obtida in silico nesta plataforma.

Os assemblies foram posteriormente submetidos na plataforma CGE (https://www.ge-

nomicepidemiology.org/), para a identificagdo dos genes de resisténcia e mutagdes pontuais

preditivas da resisténcia antimicrobiana (ResFinder 4.1), a identificagdo dos genes de virulén-
cia (VirulenceFinder 2.0), a previsao in silico da patogenicidade para o Homem (PathogenFin-
der 1.1), a identificagdo in silico da sequéncia tipo (ST) (MLST 2.0), a identificagdo in silico do
serotipo de E. coli (SeroTypeFinder 2.0), a identificacdo/confirmagdo in silico do serotipo de

Salmonella (SegSero 1.2), a identificagdo de plasmideos (PlasmidFinder 2.1) e a identificagdo
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in silico do tipo FimH e FumC de E. coli (CHTyper 1.0). Para a identificacdo dos genes de
viruléncia de Salmonella spp., os assemblies foram submetidos na plataforma Virulence Fac-
tors of Pathogenic Bacteria (VFDB), wutilizando a ferramenta  Vfanalyser

(http:/ /www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cgi?Genus=Salmonella).

Para a andlise filogenética dos isolados foi utilizada a plataforma Enterobase, seguindo
o esquema cgMLST VI + HierCC V1, composto por 2513 Jocipara E. colie o esquema cgMLST
V2 + HierCC V1, composto por 3002 loci para Salmonella spp. (Achtman et al, 2020; Zhou et
al, 2020). Com base no core genome Multilocus Sequence Typing (cgMLST) dos isolados fo-
ram construidas arvores filogenéticas, mininum spanning trees (MSTree), utilizando o pro-
grama GrapeTree (com base no algoritmo NINJA NJ) (Zhou et al, 2018).

3.7 Anaélise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada com recurso ao software MS-Excel Especi-
ficamente, a comparacdo das varidveis entre os dois grupos de estudo (carne e fezes de suinos)
foi realizada utilizando o teste exato de Fisher, para um nivel de confianga de 95% (um valor

de p<0,05 foi considerado significativo).
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RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 152 produtos biol6gicos de origem suina, quanto
a presenca de E. coli e Salmonella spp.

Foram estudadas 52 amostras de carne de suino, provenientes de diferentes regides de
Portugal: 5,8% (3/52) da regido Centro, 44,2% (23/52) da regido de Lisboa e Vale do Tejo, 3,8%
(2/52) da regido do Algarve. Em 24 (46,2%) amostras, ndo foi possivel identificar a regido de
origem. De entre as amostras de carne consideradas, foi possivel distinguir nove produtores
diferentes, apesar de ndo ter sido possivel identificar o produtor das 24 amostras de origem
desconhecida (Tabela 3.1., ponto 3.1.1)

Foram igualmente analisadas 100 amostras de fezes de suinos produzidos para consumo
humano, recolhidas em diferentes matadouros, e provenientes de exploragdes de diferentes
regides de Portugal: 1,0% (1/100) da regido Norte, 48,0% (48/100) da regido Centro, 10,0%
(10/100) da regiao de Lisboa e Vale do Tejo, e 3,0% (3/100) da regido do Alentejo. Em 38,0%
(38/100) das amostras de fezes de suinos nao foi possivel identificar o local de proveniéncia.

De entre as amostras fecais em analise, foram distinguidas 25 exploracdes (Tabela 3.2., ponto
3.1.1).

4.1 Avaliacdo da Qualidade Microbiol6gica das Amos-

tras Alimentares

Relativamente as 52 matrizes alimentares em estudo, foram realizadas andlises microbi-
oldgicas para a contagem de E. coli (ufc/g) e para a pesquisa de Sa/monella spp. De acordo
com a sua qualidade microbiolégica, e segundo os critérios microbiolégicos definidos no Re-
gulamento (CE) n.” 1441 /2007, as amostras foram classificadas como satisfatérias, questiona-

veis e insatisfatdrias. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.1.
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As amostras de carne analisadas foram, na maioria dos casos, consideradas de quali-
dade microbiolégica satisfatoria (92,3% para E. coli e 94,2% para Salmonella spp.). No que se
refere as sete amostras cuja qualidade microbioldgica foi considerada insatisfatéria (CC10,
CC12, CC15, CC26, CC47, CC51 e CC52), duas eram do produtor LVT-4-CC, duas eram do

produtor LVT-7-CC e nas restantes trés amostras ndo foi possivel identificar o produtor.

Tabela 4.1. Resultados da contagem de E. coli (ufc/g) e pesquisa de Salmonella spp. nas amostras de carne de

suinos, agrupados pela sua qualidade microbiolégica.

Contagem de E. coli (ufc/g) Qualidade microbiolégica
- Y T e -y

<500 92,3% Satisfatoria
> 500 <5000 0 0,0% Questionavel
> 5000 4 7,7% Insatisfatoria
Pesquisa de Salmonella spp.em 10 g Frequéncia | Qualidade microbiolégica
Positiva 3 5,8% Insatisfatoria
Negativa 49 94,2% Satisfatéria

ufc/g, unidades formadoras de colénias por grama.

4.2  Isolamento de E. coli e Salmonella spp.

Relativamente as matrizes alimentares, foi possivel obter isolados de E. coli em 69,2%
(36/52) das amostras analisadas (Figura 4.1.) e isolados de Sa/monella spp. em 5,8% (3/52)
(Figura 4.3.). Importa salientar que o isolamento de estirpes de £. coli foi possivel ndo s6 em
amostras cuja contagem no equipamento TEMPO® EC foi elevada (>10% ufc/g) como também
em amostras que apresentaram uma contagem inferior a 10 ufc/g de alimento. Apesar de te-
rem sido utilizados meios de cultura seletivos, ndo foi possivel proceder ao isolamento de £
coli em 16 amostras de carne (maioritariamente nas amostras com contagens <10 ufc/g e de-
vido ao elevado grau de contaminagdo por outras bactérias, nomeadamente da familia Ente-
robacteriaceae). Assim, e no ambito deste estudo, estas amostras foram consideradas como
negativas para E. coll.

No que se refere as amostras fecais de suinos produzidos para consumo humano
(n=100), foram isoladas E. coliem todas as amostras (Figura 4.2.), contrariamente ao observado

para Salmonella spp., que ndo foi isolada em nenhuma.
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Figura 4.1. Meio de cultura
CCA com crescimentos de co-
I6nias de E. coli (azuis-escu-
ras) isoladas de uma amostra
de carne de suinos.

Figura 4.2. Meio de cultura
HK com crescimentos de colé-
nias de E. coli (alaranjadas e
brilhantes) isoladas de uma
amostra de fezes de suinos.

Figura 4.3. Meio de cultura
IRIS com crescimentos de co-

l6nias de Salmonella spp. (cor-
de-rosa) isoladas de uma
amostra de carne de suinos.

4.3 Caracterizacdao dos Isolados de E. coli e Salmonella
spp-

A caracterizacdo dos isolados de E. coli (182 isoladas de carne e 397 isoladas de fezes de
suinos) e de Sa/monella spp. (trés isoladas de carne de suinos) foi realizada segundo os esque-
mas representados nas Figuras 3.6. e 3.7., do ponto 3.6.

Apbs o isolamento das bactérias, foi realizada a serotipagem de Salmonella spp., e a de-
tecdo de fatores de patogenicidade e de genes de resisténcia para a colistina dos isolados de £.
coli (por PCR). Foi testada fenotipicamente a resisténcia a antibiéticos em todos os isolados de
Salmonella spp. e em todas as colénias de E. coli consideradas como patogénicas pela PCR.
Nos restantes isolados de E. colifoi selecionada, de forma aleatéria, uma colénia de cada amos-
tra.

Tendo em consideragdo que a detecao de fatores de patogenicidade de £. coli foi inicial-
mente realizada em pools de seis ou menos coldénias de cada amostra, sempre que surgiu um
resultado positivo na PCR, as estirpes incluidas em cada poo/ foram analisadas individual-
mente. Em particular, em trés amostras de fezes de suinos (SM8, SM37, SM90) foram analisa-
das duas colénias da mesma amostra biolégica, uma vez que ap6s a PCR foram identificados
diferentes fatores de patogenicidade ou os resultados obtidos foram inconclusivos. Todos os
isolados cuja identificacdo de fatores de patogenicidade de E. coli por PCR foi inconclusiva
(n=11; CC8, CC15, CC44, SM8, SM10, SM28, SM32, SM37, SM78, SM92, SM99) foram subme-
tidos a WGS.
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No total, foram submetidos a sequenciagdo completa do genoma 64 isolados: trés Sal/-
monella spp. isoladas de carne, 14 estirpes de E. coli isoladas de carne (3 por fatores de pato-
genicidade e 11 por multirresisténcia) e 47 estirpes de E. coliisoladas de fezes de suinos (9 por
fatores de patogenicidade, 34 por multirresisténcia e 4 por fatores de patogenicidade e multir-

resisténcia).

4.3.1 Identificagdo dos patotipos de E. coli

Na Tabela 4.2. encontram-se apresentados os patotipos de E. coliintestinais e extraintes-
tinais encontrados nas amostras de carne e de fezes de suinos. A identificacdo dos patotipos
foi realizada com base nos resultados da PCR e/ou nos dados obtidos através da sequenciagao
completa do genoma dos isolados.

A classificacdo dos isolados de E. coli como ExPEC foi efetuada de acordo com o referido
por Sarowska et al, 2019 e Sora et al, 2021, sempre que foram identificados dois ou mais genes
de viruléncia caracteristicos de ExPEC (Anexo A).

No presente trabalho, nos casos em que simultaneamente foram identificados genes de
viruléncia caracteristicos de IPEC e ExPEC, a classificacdo para esses isolados foi definida

como F. coli patogénica intestinal.

Tabela 4.2. Patotipos de E. coliidentificados nos isolados de amostras de carne e de fezes de suinos.

Carne desuinos Fezes de suinos Valor de p

Patotipos

(n=36) (n=103)
STEC N° (%) 0 2 (1,9%) N/S
PCR EPECN° (%) 0 0 NA
e/ou ETECN?® (%) 0 4 (3,9%) N/S
WGS EAEC N° (%) 0 0 NA
EIEC N° (%) 0 0 NA

Carne de suinos  Fezes de suinos

(n=14) (n=47)

WGS ExPEC 14 (100%) 41 (87,2%) N/S

PCR, Reagdo de polimerase em cadeia; WGS, Sequenciagdo completa do genoma; STEC, E. coli produ-
tora de toxina Shiga; EPEC, E. coli enteropatogénica; EHEC, E. coli enterohemorragica; ETEC, E. col
enterotoxigénica; EAEC, E. coli enteroagregativa; EIEC, E. coli enteroinvasiva; IPEC, E. coli patogénica
intestinal; EXPEC, E. coli patogénica extraintestinal; N/S, ndo significativo (p>0,05); NA, ndo aplicavel.

Com base na PCR, e nos fatores de patogenicidade testados, ndo foram identificadas
IPEC nos isolados de carne de suinos (Tabela 4.2.).

No caso das estirpes de E. coli isoladas de fezes de suinos, foi identificado o patotipo
STEC, associado a presenca do gene stx2, em duas amostras (SM 36, SM90(1)) (Figura 4.4.). A
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andlise dos dados de WGS confirmou a presenca deste gene e permitiu a identificagao do sub-
tipo stxX2e em ambos os isolados (Figura 4.6., ponto 4.3.2). Néo foi identificado o gene eae,
associado ao gene stx2e, em nenhum dos isolados.

Com base nos resultados de WGS, em quatro amostras de fezes de suinos foi identificado
o gene estb-STbl, que caracteriza o patotipo ETEC (SM8(1), SM10, SM32, SM37(5)). Este gene
nao estava incluido na PCR para detecdo de fatores de patogenicidade de IPEC (Figura 4.6.,
ponto 4.3.2).

Para além dos patotipos intestinais ja referidos, as restantes estirpes de £. coli isoladas
de carne e de fezes de suinos sequenciadas, foram todas classificadas como ExXPEC (90,2%;
55/61) (Tabela 4.2.).

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na prevaléncia de
STEC, ETEC e ExPEC isoladas de amostras de carne e de fezes de suinos (p>0,05).

206 pb

Figura 4.4. Imagem do gel eletroforese resultante da PCR para os genes stxl e s£x2.

1, marcador de pesos moleculares; 2, controlo positivo para a amplificagdo do gene stx1; 3, 4, e 5,
amostras de DNA sem amplificacdo para os genes stxl e s£x2; 6, controlo positivo para a amplificagao
do gene stx2; 7, amostra de DNA com amplificagdo para o gene s£x2; 8, controlo negativo.

4.3.2 Identificagdo dos genes de viruléncia de E. coli e Salmone-
lla spp.

Os genes de viruléncia identificados, apos sequenciacao completa do genoma das estir-
pes de E. coliisoladas de carne e fezes de suinos, encontram-se descritos nas Figuras 4.5. e 4.6.,
respetivamente.

Neste estudo, foi identificada uma ampla diversidade de genes de viruléncia associados
aos isolados de E. coli, em ambos os grupos de estudo. No total, foram encontrados 73 genes
distintos (Figuras 4.5. e 4.6.).
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De entre as amostras de carnes de suinos, o isolado CC47, classificado como ExPEC,
apresentou o maior niimero de genes de viruléncia identificados, 39 genes. Nas amostras de
fezes de suinos, o isolado SM91, também classificado como ExPEC, exibiu o maior nimero de
genes de viruléncia, somando um total de 36 genes.

Em todos os isolados de E. coli sequenciados foram identificados genes de viruléncia de
E. coli patogénica extraintestinal. Os fatores de viruléncia de ExPEC associados as adesinas,
nomeadamente os codificados pelos genes csgA e fimH, foram identificados em 100% (14/14)
e 92,9% (13/14) dos isolados de carne, respetivamente, e 97,9% (46/47) dos isolados de fezes
de suinos. Os fatores de viruléncia de EXPEC associados a protetinas, frate iss, foram identifi-
cados em, respetivamente, 78,6% (11/14) e 64,3% (9/14) das estirpes de E. coli isoladas de
carne, e 59,6% (28/47) e 53,2% (25/47) das estirpes de E. coli isoladas de fezes de suinos.

Além dos genes que caracterizam os patotipos IPEC e ExPEC, foi possivel identificar
outros fatores de viruléncia associados a fimbrias e a proteinas de resisténcia a metais (como
os genes nipl, terC, yeh A, B, C e D) em mais de 92,0% dos isolados de carne e de fezes suinos.
Em particular o gene ferCfoi identificado em 100% dos isolados de carne e de fezes de suinos.
Os genes fdeC (associado a uma adesina semelhante a intimina) e A/yE (gene da hemolisina E)
foram identificados em, respetivamente, 100% (14/14) e 78,6% (11/14) das estirpes de E. coli
isoladas de carne de suinos, e em 89,4% (42/47) e 97,9% (46/47) das estirpes de E. coliisoladas
de fezes de suinos. O gene gad, que codifica a enzima descarboxilase do acido glutamico foi
identificado em 71,4% (10/14) dos isolados de carne e 89,4% (42/47) dos isolados de fezes de
suinos. O gene astA, que codifica a enterotoxina termoestavel EAST-1, foi identificado em
14,3% (2/14) dos isolados de carne e 23,4% (11 /47) dos isolados de fezes de suinos.

No caso de Sa/monella spp. isoladas de carnes de suino, foi também possivel identificar
uma grande variedade de genes (n=95), pertencentes a 10 classes diferentes de fatores de vi-
ruléncia: 79 genes no isolado CC10 (S London), 78 genes no isolado CC26 (5. Typhimurium
monofésica) e 75 no isolado CC47 (S Typhimurium) (Anexo B). Destes, 60 (63,2%) foram co-
muns a todos os isolados, incluindo os genes invA e hilA. O gene de invasdo ibebB foi identifi-
cado apenas no isolado CC26 e o gene spvB, que codifica a exotoxina SpvB, apenas no isolado

CC47. Os genes spvC, spvR, stn e imA ndo foram identificados em nenhum isolado.

60



Patotipo

Genes de viruléncia

o
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ccs ExPEC

Ccco ExPEC

Ccc10 ExPEC

Ccc13 ExPEC

CC15 EXPEC

cc22 ExPEC

ccaa ExPEC

ccz7 ExPEC

cca8 ExPEC

cc34 ExPEC

ccaa ExPEC

CCa6 ExPEC

cca7 EXPEC

ccas ExPEC

N2 de vezes que os

genes surgem nos 2921223 312111214512 1514136105 215513 6 156 96 6 4 3 3 1 1 6 114102 3 3 2 6 14 1 9 11 4 1 13 14 14 14 2

isolados

Figura 4.5. Genes de viruléncia identificados nas estirpes de E. coliisoladas de carne de suinos.

* indicam genes de viruléncia caracteristicos de EXPEC. Quadrados verdes indicam a presenga do gene. CC, Carne Crua; IPEC, E. coli patogénica intestinal; EXPEC, E. coli patogénica
extraintestinal.
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Patotipo

Genes de viruléncia

4
K o * O A 2 o * oxox * @ *
4

smM1 ExPEC
sm3 ExXPEC
SM5 ExPEC
SMé6 EXPEC
SM8 (1) | ETEC
SM8 (3) EXPEC
SM10 | ETEC

SM11 ExPEC
sM12 EXPEC
sm13 ExPEC
SM15 EXPEC
SM16 ExPEC
sm17 EXPEC
sM19 ExPEC
SM23 EXPEC
SM26 ExPEC
sm28 EXPEC
sSM29 ExPEC
SM31 ExPEC
SM32 | ETEC

SM36 | STEC
SM37 (2) EXPEC
sM37 (5)| ETEC

sSm38 ExPEC
sSM39 ExPEC
SM50 EXPEC
SM51 ExPEC
SM54 ExPEC
SM55 EXPEC
SM56 ExPEC
SM65 EXPEC
SM67 ExPEC
SMe68 EXPEC
SM71 ExPEC
SM72 ExPEC
SM73 ExPEC
SM74 EXPEC
SM76 EXPEC
SM78 EXPEC
SM79 EXPEC
SM80 EXPEC
SM90 (1) | STEC
SM90 (3) EXPEC
SM91 EXPEC
SM92 ExPEC
SM96 EXPEC
SM99 ExPEC
Nideveesqueosgenessurgem ) 5 57 13 2 4 1 8 5 3 1 1 4613 1 2 4 1 114246 1 7 42 144612 7 1 27 2 14 8 2514 14 3 2 3 3 14 2 4726 3 5 2 1 1 2 1 16 2 47 3 27 28 6 2 45 46 46 47

nos isolados

Figura 4.6. Genes de viruléncia identificados nas estirpes de E. coliisoladas de fezes de suinos.

* indicam genes de viruléncia caracteristicos de EXPEC. Quadrados verdes indicam a presenca do gene. SM, Suinos Matadouro; IPEC, E. coli patogénica
intestinal; EXPEC, E. coli patogénica extraintestinal.
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4.3.3 Identificagdo in silico dos filogrupos de E. coli

No presente estudo, 42,9% das estirpes de E. coliisoladas de carne de suinos pertenciam
ao filogrupo A (42,9%), seguido do filogrupo B1 (21,5%) e filogrupo C (14,3%), enquanto nos
isolados de fezes suinos, os filogrupos mais prevalentes foram o Bl (51,0%) e o A (36,1%) (Ta-

bela 4.3.; Figura 4.7. e Figura 4.8., ponto 4.3.6).

Tabela 4.3. Filogrupos das estirpes de E. coliisoladas de carne e de fezes de suinos.

Filogrupos
Amostras A Bl B2 C D E F G
Carne de suinos 6 3 1 2 1 0 1
(n=14) (429%) (15%) (71%) (14,3%) (7,1%) (7,1%)
Fezes de suinos 17 24 0 2 0 2 0 2
(n=47) (36,1%) (51,0%) (4,3%) (4,3%) (4,3%)

4.3.4 Identificagdo dos serotipos de Salmonella spp.

No caso de Salmonella spp., foram identificados 3 serotipos distintos, nas carnes de sui-
nos analisadas: S London (CC10), S Typhimurium (CC47) e S Typhimurium monofésica
(1,4,[5],12:i:-) (CC26). Os resultados da serotipagem foram confirmados pela identificagdo in
silico da WGS.

4.3.5 Identificagdo in silico dos serotipos de E. coli

A anélise in silico dos isolados de E. coli estudados por WGS, permitiu identificar o se-
rogrupo O8 como o mais frequente, tanto nas amostras de carne (14,3%; 2/14), como nas amos-
tras de fezes de suinos (14,9%; 7/47). Foi possivel identificar uma grande diversidade de sero-
tipos de E. coli em ambos os grupos de estudo (Figura 4.7. e Figura 4.8., ponto 4.3.6). No en-
tanto, é importante destacar que ndo foi possivel identificar o serotipo em 50,0% (7/14) dos
isolados de carne e 29,8% (14/47) dos isolados de fezes de suinos, uma vez que em nenhuma
das plataformas utilizadas foram identificados os antigénios somaticos. No total, foram iden-
tificados sete serotipos distintos nos isolados de carne, enquanto nas fezes de suinos foram
identificados 24 serotipos. O serotipo O8:H9 foi o mais frequente nas amostras de fezes de
suinos, tendo sido observado em 8,5% (4/47) dos isolados. Este serotipo, foi também identifi-
cado num dos isolados classificado como STEC (SM36). Nas amostras de carne, em nenhuma

das estirpes de E. coliisoladas foi identificado o mesmo serotipo.
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4.3.6 Identificagdo in silico da sequéncia tipo

Neste estudo, foram identificados 30 STs diferentes nas 47 E. coli isoladas de fezes de
suinos. O ST101 correspondeu ao perfil mais frequente (17,0%, 8/47). Em relacdo aos 14 isola-
dos alimentares, foram identificados 13 STs distintos, incluindo trés novos STs, obtidos apds
submissdo a plataforma Enterobase, designados como ST14764 (CC9), ST14765 (CC13) e
ST14766 (CC44) (Figura 4.7. e Figura 4.8.).

Foram encontrados 3 STs comuns nas estirpes de E. coliisoladas de carne e de fezes de
suinos: ST10, ST88, ST101.

Os trés isolados de Sa/monella spp., pertenciam ao ST155 (5. London), ST34 (S. Typhimu-

rium monofésica) e ST19 (5. Typhimurium).

£l 8 3 2

S | & s 5 2

g2 3 5
CC8 A OND:H27 3489 7-23
CC9 C OND:H19 14764 4-54
CC10 A OND:H2 10 11-24
CC13 A 08:H20 14765 7-54
CC15 C 08:H4 88 4-39
CC22 A O5:H4 93 11-ND
CC24 D 0146:H20 5876 260-31
cc27 A OND:H40 1115 196-86
CC28 A 0102:H40 1115 196-86
CcC34 F 083:H42 1485 231-58
CcCca4 B1 OND:H14 14766 6-31
CC46 Bl OND:H8 101 41-35
ccaz B2 OND:H4 131 40-161
CC48 B1 045:H10 877 |175-1767

Figura 4.7. Filogrupo, serotipo, sequéncia tipo e CH ¢ype (fumC/fimH) das
estirpes de E. coli isoladas de carne de suinos.

CC, Carne crua; ST, Sequéncia tipo; O, Antigénio somético; H, Antigénio flagelar; ND,
Nao definido.
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Amostra

Filogrupo

Serotipo
ST

CH type

Sm1 B1 OND:H16 6186 29-38
Sm3 A OND:H40 542 11-398
SM5 A 0162:H10 34 11-54
SMeé A OND:H11 10526 11-54
SM8(1) | B1 0157:H19 763 4-31
SM8 (3) A 0180:H51 165 27-30
SM10 Bl 0137:H10 641 6-289
SM11 B1 0109:H45 542 11-398

SM12 A 080:H26 189 27-54
SM13 A OND:H45 1436 27-23
SM15 B1 OND:H21 101 41-86
SM16 A OND:H4 10 11-24
SM17 A OND:H26 206 7-ND
SM19 B1 08:H23 5409 29-38
SM23 A 08:H9 1139 7-54
SM26 A 09:H4 46 7-34
SmM28 B1 086:H25 58 4-32
SM29 B1 OND:H21 101 41-1252
SM31 B1 OND:H11 295 4-1131
SM32 B1 OND:H8 101 41-86
SM36 C 08:H9 88 4-54
SM37(2) | B1 08:H16 4417 6-33
SM37(5) | Bl 045:H10 641 6-289
SM38 A 08:H9 1139 7-54
SM39 A OND:H37 7588 7-1067
SM50 E 01:H28 6745 53-370
SM51 E 01:H28 6745 53-370
SM54 B1 OND:H2 2599 6-32
SM55 A OND:H9 11861 11-54
SM56 A 08:H9 1139 7-54
SM65 G OND:H4 117 45-151
SM67 A 02:H32 10 11-23
SMe68 A OND:H11 7538 7-25

SM71 B1 0109:H40 101 41-86
SM72 B1 0109:H40 101 41-86

SM73 Bl 088:H21 101 41-86
SM74 B1 0109:H40 101 41-86
SM76 B1 0110:H2 187 69-86

SM78 B1 0166:H49 1246 4-87
SM79 B1 029:H10 1720 270-54

SM80 B1 OND:H4 642 23-31
sSM90(1)| C 08:H19 88 4-27
SM90(3)| A OND:H30 542 11-1080

SM91 Bl OND:H10 101 41-86

SM92 B1 OND:H25 11165 4-25
SM96 B1 OND:H16 6186 29-38
SM99 G OND:H4 117 45-151

Figura 4.8. Filogrupo, serotipo, sequéncia tipo e CH #ype (fumC/fimH) das estirpes de E. coli
isoladas de fezes de suinos.

SM, Suinos Matadouro; ST, Sequéncia tipo; O, Antigénio somatico; H, Antigénio flagelar; ND, Nao definido.
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4.3.7 Previsdo in silico da patogenicidade para o Homem

Através da ferramenta PathogenFinder, foi possivel obter para todos os isolados de E.
coliuma previsdo in silico da sua patogenicidade para o Homem. Todos os isolados em estudo
apresentaram uma probabilidade superior a 92,5% (92,5%-94,5%) de serem patogénicos para
o ser humano.

No caso dos trés isolados de Sa/monella spp., esta ferramenta nao foi utilizada, uma vez

que esta bactéria é sempre patogénica para o Homem.

4.3.8 Identificagdo fenotipica de resisténcia a antibi6ticos

A andlise dos resultados obtidos nos testes de suscetibilidade a antibi6ticos realizados
nos isolados de E. coli, permitiu constatar que 75,0% (27/36) dos isolados de carne e 71,8%
(74/103) dos isolados de fezes de suinos foram resistentes aos antibi6ticos testados, dos quais
40,7% (11/27) e 51,4% (38/74), respetivamente, foram multirresistentes.

A resisténcia a tetraciclina (41,7% nos isolados de carne e 55,3% nos isolados de fezes
de suinos), ampicilina (38,9% nos isolados de carne e 48,5% nos isolados de fezes de suinos) e
sulfametoxazol (41,7% nos isolados de carne e 35,9% nos isolados de fezes de suinos) foram as
mais frequentes, de acordo com o gréfico apresentado na Figura 4.9. A resisténcia as cefalos-
porinas de 37 e 4* geracdo (cefotaxima e cefepima) e a azitromicina foi baixa (entre 0,0-2,9%)
em ambos os grupos de estudo. A resisténcia as fluoroquinolonas (4cido nalidixico e cipro-
floxacina) variou entre 3,9% nos isolados de carne e 16,7% nos isolados de fezes. Todos os
isolados de E. coli foram suscetiveis a ceftazidima, meropenem e tigeciclina.

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas na resisténcia a ne-
nhum dos antibi6ticos testados entre as estirpes de E. coliisoladas de amostras de carne e de
amostras de fezes de suinos (p>0,05).

Os vérios padrdes de multirresisténcia observados para os isolados de E. coli, encon-
tram-se apresentados na Tabela 4.4. Nos isolados de carne de suinos, foram identificados sete
perfis de multirresisténcia, sendo os mais frequentes: AMP-TET-SMX (27,2%), AMP-TET-
SMX-TMP (18,2%) e AMC-AMP-TET-CHL-SMX-TMP (18,2%). Os restantes padrdes de mul-
tirresisténcia, observados em isolados de carne, foram identificados em apenas uma estirpe
cada. Nos isolados de fezes de suinos, foram identificados 20 perfis de multirresisténcia, sendo
os mais frequentes: AMP-TET-SMX-TMP (15,8%), AMP-TET-SMX (7,9%), AMP-TET-CHL-
SMX (7,9%) e AMP-AZM-NAL-SMX-TMP (7,9%).

No caso de Salmonella spp., foram observadas resisténcias em duas (66,7%; 2/3) das
estirpes analisadas, as quais apresentaram um perfil de multirresisténcia. O isolado CC10, S.

London, foi completamente suscetivel, enquanto o isolado CC26, S. Typhimurium monoféasica,
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foi resistente a ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol e o isolado CC47, S. Typhimurium, foi

resistente a ampicilina, cloranfenicol, sulfametoxazol e trimetoprim.
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Figura 4.9. Perfil de resisténcia aos antibiéticos testados nas estirpes de E. coliisoladas de carne (n=36) e de
fezes de suinos (n=103).

SM, Suinos Matadouro; CC, Carne Crua; AMP, Ampicilina; AMC, Amoxicilina-Acido clavulanico; FEP, Cefepima; COX,
Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; CAZ, Ceftazidima; FOX, Cefoxitina; TET, Tetraciclina; TGC, Tigeciclina; CHL, Cloranfeni-
col; MEM, Meropenem; AZM, Azitromicina; TMP, Trimetoprim; SMX, Sulfametoxazol; AKN, Amicacina; GMN, Gentami-
cina; CIP, Ciprofloxacina; NAL, Acido nalidixico.
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Tabela 4.4. Perfis de multirresisténcia observados nas estirpes de E. coliisoladas de carne e de fezes de suinos.

Carne de suinos Fezes de suinos
(n=11) (n=38)
Perfis de multirresisténcia N° isolados (%) N° isolados (%)

AMP-TET-SMX 3 (27,2%) 3 (7,9%)
AMP-TET-SMX-TMP 2 (18,2%) 6 (15,8%)
AMC-AMP-TET-CHL-SMX-TMP 2 (18,2%) 2 (5,3%)
AMP-TET-CHL-SMX-TMP 1(9,1%) 2 (5,3%)
AMP-TET-CIP-NAL-SMX-TMP 1(9,1%) 1(2,6%)
TET-CHL-NAL-SMX 1(9,1%) 0

AMP-TET-CHL-NAL-SMX-TMP 1(9,1%) 0

AMP-AZM-NAL-SMX-TMP 0 3(7,9%)
AMP-TET-CHL-SMX 0 3 (7,9%)
AMC-AMP-TET-SMX-TMP 0 2 (5,3%)
AMP-TET-CHL-TMP 0 2 (5,3%)
TET-CHL-SMX-TMP 0 2 (5,3%)
AMP-TET-NAL-SMX 0 2 (5,3%)
AMP-TET-CHL 0 2 (5,3%)
AMP-COX-CRO-FEP-SMX-TMP 0 1(2,6%)
AMP-TET-CHL-CIP-SMX-TMP 0 1(2,6%)
AMP-TET-CIP-NAL-SMX 0 1(2,6%)
AMP-TET-NAL-SMX-TMP 0 1(2,6%)
AMC-AMP-TET-CHL 0 1(2,6%)
CHL-CIP-NAL-SMX 0 1(2,6%)
AMP-CHL-SMX 0 1(2,6%)
AMP-TET-TMP 0 1(2,6%)

Os perfis de resisténcia que se encontram realgados com uma cor cinzenta representam os perfis comuns aos isolados
de carne e de fezes de suinos. AMP, Ampicilina; FOX, Cefoxitina; COX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; FEP, Cefepima;
TET, Tetraciclina; CHL, Cloranfenicol; AZM, Azitromicina; CIP, Ciprofloxacina; NAL, Acido nalidixico; SMX, Sulfa-
metoxazol; TMP, Trimetoprim.
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4.3.9 Identificagdo de genes de resisténcia e relagdo com o perfil
de resisténcia fenotipica

Os genes de resisténcia identificados nos isolados de E. colie Salmonella spp. que foram
sequenciados estdo apresentados nas Figuras 4.10. a 4.12.

No que se refere aos isolados de E. colj, associado a resisténcia preditiva para os antibi-
6ticos da classe das penicilinas, nomeadamente para a ampicilina, o gene mais prevalente foi
0 blatEM-1B, identificado em 57,1% (8 /14) dos isolados de carne e em 63,8% (30/47) dos isola-
dos de fezes de suinos. Para a tetraciclina, o gene fef(A) foi identificado em 92,9% (13 /14) dos
isolados de carne e em 53,2% (25/47) dos isolados de fezes de suinos. Quanto a resisténcia
preditiva para o sulfametoxazol, o gene su/3 foi identificado em 42,9% (6/14) dos isolados de
carne e em 38,3% (18/47) dos isolados de fezes de suinos, enquanto o gene su/2foi encontrado
em 35,7% (5/14) dos isolados de carne e em 36,2% (17/47) dos isolados de fezes de suinos.
Para o trimetoprim, foram identificados os genes dfrAl, dfrA5, dfrAS, dfrA12, dfrAl4 e
dfrA17. A maior proporgao foi associada ao gene drfA1, identificado em 35,7% (5/14) dos iso-
lados de carne e em 17,0% (8/47) dos isolados de fezes de suinos, e ao gene drfA12, identifi-
cado em 14,3% (2/14) dos isolados de carne e em 19,1% (9/47) dos isolados de fezes de suinos.

Associado a classe das fluoro(quinolonas), o gene plasmidico gnr foi identificado em
14,3% (2/14) dos isolados de carne e em 17,0% (8/47) dos isolados de fezes de suinos. Relati-
vamente as mutagdes pontuais, elas foram identificadas no gene gyrA em 28,6% (4/14) dos
isolados de carne e em 21,3% (10/47) dos isolados de fezes de suinos, no gene parCem 14,3%
(2/14) dos isolados de carne e em 4,3% (2/47) dos isolados de fezes de suinos, e no gene parE
em 7,1% (1/14) dos isolados de fezes de suinos. Associado a resisténcia preditiva aos macroli-
dos, foram identificados os genes mef(B) e mef(C) em 8,5% (4/47) dos isolados de fezes de
suinos, o gene mph(G) em 6,4% (3/47) dos isolados de fezes de suinos e o gene mph(B) em
7,1% (1/14) dos isolados de carne.

Nenhum dos isolados de E. coli ou Salmonella spp. em estudo apresentou genes de re-
sisténcia a colistina, tal como previamente observado ap6s PCR.

E importante salientar que foram identificados genes de resisténcia a classe dos amino-
glicosideos: aadA1, addAZ2, addA2b, aadA5, aadA12, aac(6))-laa, aph(3")-Ibe aph(6)-Id e dos
fenicdis: catA2, cml cmiAl, floR.

Foram igualmente identificados os genes gacE'e gacL, que conferem resisténcia a com-
postos de amoénio quaterndrio (antissépticos), o Inu(F), associado a resisténcia as lincosamidas,
o erm(42) que confere resisténcia as estreptograminas, o fosA”, que confere resisténcia as fos-
fomicinas, e o sitABCD, que confere resisténcia aos peréxidos.

De entre os diversos genes bla identificados, e que codificam a produgao de -lactamases

(encontrados 14 genes diferentes), é de salientar a presenca de genes associados a ESBLs em
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E. coli e Salmonella spp. isoladas de carne e fezes de suinos (realgados a negrito nas Tabelas
45.,4.6. e 4.7.). Nas amostras de carne, foi identificado um isolado de E. coli com os genes
blatem-207 e blatEm-230 (CC9) e um isolado de Sa/monella spp. com os genes ESBL b/aTEM-106 e
blatem-126 (CC47). Nas amostras de fezes de suinos foi identificado o gene b/acTx-M-1 (SM76).
Na amostra CC9 foi também identificado o gene blaTEM-30, associado a produgao de B-lacta-
mases resistentes aos inibidores.

Todos os perfis de resisténcia a antibioticos observados nos TSA, previamente realiza-

dos, foram apoiados pela andlise genémica dos isolados sequenciados (Tabela 4.5.,4.6. e 4.7.).
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Figura 4.10. Genes de resisténcia a antimicrobianos e mutagdes pontuais identificados nas estirpes de E. coli isola-
das de carne de suinos.

Quadrados cor-de-laranja indicam a presenga do gene de resisténcia ou mutagdes pontuais preditivas da resisténcia antimicrobi-
ana. CC, Carne Crua.
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Figura 4.11. Genes de resisténcia a antimicrobianos e muta¢des pontuais identificados
nas estirpes de Sa/monella spp. isoladas de carne de suinos.

Quadrados cor-de-laranja indicam a presenga do gene de resisténcia ou mutagdes pontuais pre-
ditivas da resisténcia antimicrobiana. CC, Carne Crua.
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Figura 4.12. Genes de resisténcia a antimicrobianos e mutag¢des pontuais identificados nas estirpes de E. coli isola-

das de fezes de suinos.

Quadrados cor-de-laranja indicam a presenca do gene de resisténcia ou mutagdes pontuais preditivas da resisténcia antimicrobi-
ana. SM, Suinos Matadouro.
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Tabela 4.5. Perfil de resisténcia (fenotipico versus genotipico) das estirpes de E. coli isoladas de carne de suinos.

Amostra  Patotipo  Resisténcia fenotipica (TSA)  Genes de resisténcia (WGS)
‘A (p.S83L), gyrA (p.D87N), parC (p.S80I),
cCs CIP-NAL-SMX 8yrA (pS83L), gyrA (p ), parC (p-S80I)
sul3
blatem-1B, blaTEM-30, blaTEM-176, bIATEM-104,
AMC-AMP-TET-CHL-SMX-
CC9 T™MP blatEm-198, blaTEM-207, blaTEM-217, blaTEM-230,
blatEM-234, tet(A), cmIA1, floR, sul3, dfrA8
AMC-AMP-TET-CHL-SMX-
CC10 blatem-1B, tet(A), floR, sull, sul2, dfrAl
TMP
CC13 AMP-TET-SMX blatem-1B, tet(A), sul3
CC15 AMC-AMP-TET blatem-1C, tet(A)
CC22 AMP-TET-SMX blatem-1B, tet(A), sull
CC24 ExPEC  TET-CHL-NAL-SMX tet(A), cmlAl, gyrA (p.S83L), sul3
CcC27 AMP-TET-SMX-TMP blateMm-1B, tet(A), sull, dfrAl
CC28 AMP-TET-SMX-TMP blaTeM-1B, tet(A), sull, dfrAl
CCat AMP-TET-CIP-N AL-SMX- blatem-1B, tet(A), gyrA (p.S83L), gyrA
™P (p.D87N), parC (p.S801), sul2, dfrA14
CC44 TET-SMX-TMP tet(A), sul2, dfrA14
CC46 AMP-TET-SMX blatEM-1B, tet(A), sul2
ccar AMP-TET-NAL-CHL-SMX-  blatem-1C, tet(A), gyrA (p.S83L), parE
™P (p.I529L), cmlA1, sul3, dfrA12
CC48 AMP-TET-CHL-SMX-TMP blatEM-14, tet(A), cml, floR, sul2, sul3, dfrAl

Genes ESBL encontram-se realgados a negrito. CC, Carne crua; TSA, Teste de suscetibilidade a antibiéticos; WGS, Se-
quenciacdo completa do genoma; ExPEC, E. coli patogénica extraintestinal; AMP, Ampicilina; TET, Tetraciclina; CHL,
Cloranfenicol; CIP, Ciprofloxacina; NAL, Acido nalidixico; SMX, Sulfametoxazol; TMP, Trimetoprim.
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Tabela 4.6. Perfil de resisténcia (fenotipico versus genotipico) das estirpes de E. coli isoladas de fezes de suinos.

Amostra Patotipo  Resisténcia fenotipica (TSA) Genes de resisténcia (WGS)
blateM-1B, blatem-1c, tet(A), floR, sul2,
SM1 ExPEC AMC-AMP-TET-CHL-SMX-TMP
dfrAl4
blaTEMB, tet(A), tet(M), cmlAl, floR,
SM3 ExPEC AMP-TET-CHL-TMP
dfrAl2
SM5 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blateM-1B, tet(A), tet(B), sul3, dfrAl
SM6 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blaTEM-1B, tet(A), sul3, dfrAl
SM8 (1) ETEC Suscetivel Sem genes
SMS (3) ExPEC  TET-CHL-SMX-TMP tet(A), tet(M), cmIAL sul3, dfrA12
SM10 ETEC  TET tet(A)
SMi11 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blaTEM-1B, tet(A), sul3, dfrAl
SM12 ExPEC TET-CHL-SMX-TMP tet(A), cmiAl, floR, sul3, dfrA12
SM13 ExPEC AMP-TET-SMX blateM-1B, tet(B), sul3
SM15 ExPEC  AMP-TET-CHL blatem-1B, tet(B), loR
blatem-1B, tet(A), tet (M), cmlAl, floR,
SM16 ExPEC AMP-TET-CHL-TMP
dfrAl2
SM17 ExPEC AMC-AMP-TET-CHL blatem-1B, tet(B), floR
blateMmB, tet(A), tet(M), cmlAl, floR,
SM19 ExPEC AMC-AMP-TET-CHL-SMX-TMP
sul3, dfrA12
bl -1B, tet(B), 51, ‘A (p.S83A),
SM23 ExPEC AMP-TET-CIP-N AL-SMX arem1s, tel(B), qnrsl, gyrA (p )
sul3
SM26 ExPEC AMC-AMP-TET-SMX-TMP blaTEM-1A, tet(A), sul3, dfrAl
SM28 ExPEC  TET tet(B)
bl -1B, ftet(A), A (p.D87Y), sul2,
SM29 EXPEC  AMP-TET-NAL-SMX-TMP AN, fef(A), gyrA (p.DETY), su
dfrAl4, dfrA17
SM31 ExPEC AMP-CHL-SMX blatEM-1B, floR, sul2
SM32 ETEC  TET tet(A)
SM36 STEC Suscetivel Sem genes
SM37 (2) ExXPEC  AMC-AMP-TET-SMX-TMP blatem-B, tet(B), sull, dfrAl
SM37 (5) ETEC  TET tet(A)
blatem-1B, fet(A), tet(B), ‘A (p.S83A),
SM38 EXPEC  AMP-TET-NAL-SMX 18, fet(A), tel(B), gyrA (p-S83A)
sul3
SM39 ExPEC AMP-TET-CHL-SMX-TMP blateM-1B, tet(B), cmIAl, sul3, dfrA12

SM, Suinos Matadouro; TSA, Teste de suscetibilidade a antibiéticos; WGS, Sequenciagado completa do genoma; STEC, E. col
produtora de toxina Shiga; ETEC, E. coli enterotoxigénica; EXPEC, E. coli patogénica extraintestinal; AMP, Ampicilina; FOX,
Cefoxitina; COX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; FEP, Cefepima; TET, Tetraciclina; CHL, Cloranfenicol; AZM, Azitromicina;
CIP, Ciprofloxacina; NAL, Acido nalidixico; SMX, Sulfametoxazol; TMP, Trimetoprim.

74



Tabela 4.6. Perfil de resisténcia (fenotipico versus genotipico) das estirpes de E. coli isoladas de fezes de suinos

(continuagao).
Amostra Patotipo  Resisténcia fenotipica (TSA) Genes de resisténcia (WGS)
SM50 ExPEC AMP-TET-CHL-SMX blatEM-1B, tet(A), cmIA1, floR, sul2, sul3
SM51 ExPEC AMP-TET-CHL-SMX blateM-1B, tet(A), floR, sul?
blatem-1B, tet(A), gyrA (p.S83L), gyrA
SM54 ExPEC AMP-TET-CIP-N AL-SMX-TMP (p.D87N), parC (p.S80I), sull, sul2,
dfrAl17
SM55 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blateM-14A, tet(B), sul3, dfrAl
SMb56 ExPEC AMP-TET-NAL-SMX blatem-1B, tet(B), gyrA (p.S83A), sul3
SM65 ExPEC AMP-TET-SMX blatEM-1B, tet(A), sull
SMé67 ExPEC  AMP-TET-CHL-SMX-TMP Dlaents, fel(A), tel(M), catd2, emlAl
floR, sul3, dfrA12
SMé68 EXPEC  AMP-TET-CHL-CIP-SMX-TMP blaveNt1B, fel(A), - cmlAL - qnrSl, suls,
dfrAl12
SM71 EXPEC  AMP-AZM-NAL-SMX-TMP Zja;;i;i ul;;:j;’ mph(c), gy
SM72 ExPEC  AMP-AZM-NAL-SMX-TMP Za;:;\gi u};’;:jﬁ mph(©), - gyrd
SM73 ExPEC AMP-TET-TMP blatEM-14, tet(B), dfrAl, dfrA5
SM74 EXPEC  AMP-AZM-NAL-SMX-TMP Za;;i?s ZZ[ZEP (A, mph(G)gyra
SM76 ExPEC AMP-COX-CRO-FEP-SMX-TMP blactx-M-1, sul2, dfrA17
SM78 ExPEC AMP-SMX-TMP blateEM-1B, sul2, dfrA5
SM79 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blatEM-14, tet(A), sul2, dfrA8
SMS80 ExPEC AMP-TET-SMX-TMP blateM-1B, tet(A), sul2, dfrA14
SM90 (1) STEC AMP-TET-CHL blatEM-1B, tet(A), floR
SM90 (3) ExPEC  AMP-TET-SMX blatem-1B, tet(B), sul3
SM91 ExPEC CHL-CIP-NAL-SMX floR, gnrS1, gyrA (p.S83L), sul2
SM92 ExPEC CHL-SMX floR, sul?
SM96 ExPEC AMP-TET-CHL-SMX blatem-1C, tet(A), floR, sul?
SM99 ExPEC NAL-SMX-TMP gyrA (p.S83L), sul3, dfrAl

Genes ESBL encontram-se realgados a negrito. SM, Suinos Matadouro; TSA, Teste de suscetibilidade a antibiéticos; WGS, Se-
quencia¢do completa do genoma; STEC, E. coli produtora de toxina Shiga; ETEC, E. coli enterotoxigénica; EXPEC, E. coli pato-
génica extraintestinal; AMP, Ampicilina; FOX, Cefoxitina; COX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; FEP, Cefepima; TET, Tetraci-
clina; CHL, Cloranfenicol; AZM, Azitromicina; CIP, Ciprofloxacina; NAL, Acido nalidixico; SMX, Sulfametoxazol; TMP, Tri-

metoprim.
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Tabela 4.7. Perfil de resisténcia (fenotipico versus genotipico) das estirpes de Salmonella spp. isoladas de carne de

suinos.
. Resisténcia o
Amostra Serotipo . Genes de resisténcia (WGS)
fenotipica (TSA)
CC10 London Suscetivel parC (p.T57S)
CC26 S. Typhimurium monoféasica AMP-TET-SMX blatEM-1B, tet(B), sul?

AMP-CHL-SMX- blatem-1B, blateM-106, blaTEM-126,

CC47 Typhimurium
TMP blatim-135. cmlAl. sul 3. dfrA12
-Genes ESBL encontram-se realgados a negrito. CC, Carne crua; TSA, Teste de suscetibilidade a antibiéticos; WGS, Sequen--

ciagdo completa do genoma; AMP, Ampicilina; TET, Tetraciclina; CHL, Cloranfenicol; NAL, Acido nalidixico; PEF, Pe-
floxacina; SMX, Sulfametoxazol; TMP, Trimetoprim.

4.3.10 Identificacdo de plasmideos

Nas estirpes de E. coliisoladas de carne e fezes de suinos foram identificados plasmideos
pertencentes aos grupos de incompatibilidade I (Incl), F (IncF), B/O/K/Z (IncB/O/K/Z), X
(IncX) e do grupo Col (Col, ColE10, Col156) (Figura 4.13.). Os plasmideos mais frequentes fo-
ram o IncFIB (57,1% dos isolados de carne e 59,6% dos isolados de fezes de suinos), o IncFII
(50,0% dos isolados de carne e 46,8% dos isolados de fezes de suinos), e o IncX1(21,4% dos
isolados de carne e 34,0% dos isolados de fezes de suinos).

No caso de Sa/monella spp. isoladas de carne de suinos, foram identificados os plasmi-
deos IncQ1 e p0111 no isolado CC26 (S. Typhimurium monofésica), e os plasmideos IncFII(S)
e IncX1 no isolado CC47 (5. Typhimurium). Nao foram identificados plasmideos no isolado
CC10 (S London).
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Figura 4.13. Plasmideos identificados nas estirpes de E. coliisoladas de carne e de fezes de suinos.

CC, Carne crua; SM, Suinos Matadouro.

4.4 Anélise Filogenética

De modo a avaliar a relacdo genética entre as estirpes de E. coli isoladas de matrizes
alimentares (carne de suinos) e matrizes animais (fezes de suinos), realizou-se uma minimum
spanning tree baseada no cgMLST de todos os isolados (Figura 4.14.). A andlise do cgMLST
dos 14 isolados de carne de suinos e 47 isolados de fezes de suinos, considerando um threshold
de 0,28% diferengas alélicas (sete diferencas alélicas em 2513 Joci), revelou a presenca de quatro
clusters, abrangendo nove ExPEC, de quatro STs diferentes. O c/uster1 integrou dois isolados
de carne, enquanto os clusters2, 3 e 4 integraram apenas isolados de fezes de suinos. Na Figura
4.15. estdo agregadas algumas informacdes sobre os isolados ExPEC incluidos nos diferentes
clusters. Foi observada concordancia no que se refere ao filogrupo, ST, serotipo, genes de vi-
ruléncia e genes de resisténcia entre as estirpes de E. coli de cada cluster. Os clusters1,2 e 4
integraram isolados de amostras que pertenciam ao mesmo produtor de carne ou exploragao
de suinos. Por outro lado, o c/uster 3 integrou dois isolados de fezes de suinos provenientes

de exploragoes diferentes.
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Figura 4.14. Analise filogenética (minimum spanning tree) de E. colj, baseada no cgMLST dos 14 isolados de carne
e 47 isolados de fezes de suinos, utilizando o esquema ¢gMLST VI + HierCC VI com 2513 Joci, disponivel na pla-
taforma Enferobase.

Os ntmeros apresentados nos ramos representam diferencas alélicas entre os isolados. Os c/usters, formados com <7 diferencas

alélicas entre os isolados, encontram-se realcados a vermelho. O tamanho dos c/usters é proporcional ao niimero de isolados neles
integrados.
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Produtor/

Data de

Genes de viruléncia

Genes de resisténcia a antimicrobianos

aph(3")-1b
aph(6)-1d
bla em1s

Amostra | Exploraca compra/ Filogrupo| ST Serotipo o %1‘&, g Q *I < TS g E s g LN * t‘a‘ < % s E %_ tg_ *s 2 E ":; S 28 2 E
o colheita B'-'a3maéam:::csg§E_g§5:§gg~;3»=~ggggg
cca27 LVT-7-CC | 27/03/2023 A 1115 OND:H40
ccag LVT-7-CC | 27/03/2023 A 1115 0102:H40
SM71 D-Z-SM 13/03/2023 B1 101 0109:H40
SM72 D-Z-SM 13/03/2023 B1 101 0109:H40
SM74 D-Z-SM 13/03/2023 B1 101 0109:H40
Sm1 CT-I-SM | 28/11/2022 B1 6186 OND:H16
SM96 D-S-SM 23/03/2023 B1 6186 OND:H16
SM38 CT-E-SM | 30/11/2022 A 1139 08:H9
SM56 CT-E-SM | 18/01/2023 A 1139 08:H9

Figura 4.15. Produtor/exploragéo das amostras de carne/suinos, data de compra/colheita da carne/fezes de suinos, filogrupo, ST, serotipo, perfil de viruléncia e perfil
de resisténcia dos isolados EXxPEC cuja analise filogenética deu origem a clusters.

* indicam genes de viruléncia caracteristicos de EXPEC. Quadrados verdes indicam a presenca do gene de viruléncia. Quadrados cor-de-laranja indicam a presenca do gene de resisténcia ou
mutagdes pontuais preditivas da resisténcia antimicrobiana. CC, Carne Crua; SM, Suinos Matadouro; ST, Sequéncia tipo; ND, Nao definido.
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No que se refere aos isolados de Salmonella spp. das amostras de carne, com o intuito
de comparar e correlacionar os resultados obtidos com os perfis de Salmonella spp. (clinicos,
alimentares e animais) identificados a nivel nacional e internacional e disponiveis na plata-
forma Enterobase, gerou-se uma arvore filogenética baseada no cgMLST de S. London isoladas
no ano de 2023, considerando um threshold de 0,23% diferencas alélicas (sete diferencas aléli-
cas em 3002 /oci) (Figura 4.16.). No total foram identificados 28 isolados de . London: 16 iso-
lados de Franca e sete isolados dos Estados Unidos de fonte desconhecida, trés isolados de
Portugal (um isolado clinico, um isolado de fonte desconhecida e o isolado do presente traba-
lho) e dois isolados clinicos do Canad4. A andlise do cgMLST das S. London revelou a presenca
de dois clusters integrando cinco isolados de Franca. O isolado em estudo nao integrou ne-
nhum cluster.

A par disso, foi gerada uma arvore filogenética com isolados internacionais clinicos, ali-
mentares e animais de S. Typhimurium e S Typhimurium monoféasica isoladas no ano de 2023.
No entanto, devido ao elevado nimero de isolados disponiveis na plataforma Enferobase
(n=879), as relagdes filogenéticas entre as mesmas ficaram impercetiveis. Houve também uma
tentativa de efetuar uma andlise filogenética apenas com isolados clinicos de S. Typhimurium
e S. Typhimurium monofasica de Portugal em 2023, mas no Enterobase nao estavam disponi-

veis sequéncias para proceder a comparacao.

T N ?/}ﬁ

= \\\\“

. Franga [16]
. Estados Unidos [7]
. Portugal [3]
7 . Canada [2] J %

Figura 4.16. Analise filogenética (minimum spanning tree) de Salmonella London, baseada no cgMLST de 28 isolados
de Franga, Estados Unidos, Portugal e Canadd, utilizando o esquema ¢gMLST V2 + HierCC V1, com 3002 Joci, dispo-
nivel na plataforma Enterobase.

Os niimeros apresentados nos ramos representam diferengas alélicas entre os isolados. Os c/usters sao formados com <7 diferencas
alélicas entre os isolados. O tamanho dos clusters é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. A estirpe de Salmonella
London isolada de carne de suinos no presente estudo encontra-se realcada a vermelho. H, isolados clinicos; ND, isolado cuja fonte
nao foi definida; AL, isolado alimentar.
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5

DISCUSSAO DE RESULTADOS

As doengas de origem alimentar constituem um grave problema de satide ptblica a nivel
mundial. Os animais produtores de alimentos sdo considerados uma das principais fontes des-
sas doengas, devido a contaminacado de produtos alimentares, como a carne, por bactérias pa-

togénicas e resistentes a antimicrobianos, nomeadamente por E. coli e Salmonella spp.

No presente trabalho, foram analisadas 100 amostras de fezes de suinos, produzidos
para consumo humano, colhidas em diferentes matadouros, e 52 amostras de carne de porco
crua de origem portuguesa, um dos produtos alimentares mais consumidos em Portugal, ad-
quiridas em diversas superficies comerciais. As estirpes de E. coli e Salmonella spp. isoladas
foram posteriormente caracterizadas do ponto de vista fenotipico e genotipico. Paralelamente,
foi avaliada a qualidade microbioldgica das amostras de carne crua para consumo, para as

duas bactérias em estudo.

De acordo com os parametros de qualidade microbiolégica definidos neste estudo, 7,7%
das amostras (correspondente a quatro amostras) foram classificadas como insatisfatérias no
que diz respeito a contagem de E. coli (ufc/g) e 5,8% (correspondente a trés amostras) no re-
ferente a pesquisa de Sa/monella spp. Destas sete amostras, 57,1% tinham origem na regido de
Lisboa e Vale do Tejo, enquanto nas restantes trés amostras ndo foi possivel identificar a ori-
gem. No que respeita a avaliagdo da qualidade microbiol6gica de carne de porco crua relati-
vamente a presenga de E. coli e Salmonella spp., os estudos sdo escassos. Ainda assim, num
estudo realizado na regido Norte de Portugal, referente a avaliacdo da qualidade microbiol6-
gica de carne embalada em aproximagdo do fim do prazo de validade, todas as amostras de
carne de porco crua e produtos a base de carne de porco analisadas apresentaram qualidade
microbiolégica satisfatoria relativamente a presenga destas bactérias (Maio et al, 2020). De
igual modo, num estudo realizado na Alemanha, em que foram analisadas amostras de carne

de porco crua adquiridas em 2014 em superficies comerciais de diversos paises, a contagem
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de E. coli demonstrou estar dentro dos parametros satisfatorios para todas as amostras (Schill
etal,2017).

No presente estudo foram isoladas E. coli e Salmonella spp. em, respetivamente, 69,2%
e 5,8% amostras de carne de suino analisadas. A propor¢do de E. coli isoladas foi semelhante
a referida por Kanokudom et a/. (2021) na Tailandia (68,0%) e Bantawa et al. (2018) no Nepal
(60,0%), e ligeiramente superior a referida por Martinez-Vazquez ef al (2018) no México
(57,7%). No que se refere a proporcao de Salmonella spp., esta foi substancialmente inferior ao
encontrado por Zhang et al., 2018 (73,1%), num estudo realizado em carne de suino e produtos
derivados na China. Outros estudos tém referido prevaléncias de Sa/monella spp. mais baixas,
que variam entre 22,6% na Roménia (Tirziu ef al, 2020), 6,3% no Brasil (Gomes et al,, 2022) e
5,7% em Italia (Gambino ef al, 2022), esta tltima muito proxima da frequéncia detetada no
presente estudo.

A proporgao de E. colie Salmonella spp. encontrada nas amostras em estudo sugere uma
gestdo sanitaria de baixa qualidade, que podera estar associada ao incumprimento das boas
préticas de higiene no fabrico, distribui¢do e comercializacdo da carne (Martinez-Vazquez et
al,, 2018). Em particular, o processo de preparagdo (corte) da carne crua disponivel nas diver-
sas superficies comerciais pode constituir uma fonte de contaminagao e consequentemente da
sua menor qualidade microbiolégica (Manyi-Loh & Lues, 2023). A presenca de amostras de
carne crua de qualidade microbiol6gica nao satisfatéria neste trabalho constitui um alerta, ndo
sO para os operadores do setor alimentar, como também para os consumidores. Embora se
considere que o tratamento térmico da carne destréi as bactérias Salmonella spp. e E. coli pa-
togénicas que possam estar presentes, a confe¢do inadequada da carne, a falta de higiene por
parte dos manipuladores e a contaminagdo cruzada entre alimentos crus e cozinhados, bem
como entre superficies ou utensilios que entram em contacto com a carne crua, podem aumen-
tar a propagagdo destas bactérias (Dang-Xuan ef a/, 2018; Martinez-Vazquez et al., 2018).

De salientar que existem vérias medidas que visam prevenir e minimizar o surgimento
de contaminagdes ao longo da cadeia alimentar, como o plano de Anélise de Perigos e Controlo
de Pontos Criticos (HACCP). A implementacao e atualizacdo deste plano é obrigatéria nas
empresas do setor alimentar em toda a Europa, incluindo Portugal (Regulamento (CE) n.°
852/2004, 2004).

Relativamente as amostras fecais de suinos produzidos para consumo humano, a seme-
lhanga do identificado na Tailandia em 2021 por Kanokudom et a/, foi possivel isolar E. coli
em todas as amostras analisadas. Estes dados estdo de acordo com o esperado, ja que a bactéria
E. colifaz parte da flora intestinal deste animal. Apesar de diversos estudos reportarem a pre-
senca de Sa/monella spp. em fezes de suinos produzidos para consumo (47,5% na Tailandia,

Chonsin et al, 2021; 52,4% em Espanha, Marin et al, 2020) e em carcacas de suinos colhidas
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em ambiente de matadouro (21,0%, Costa et al, 2023 e 7,3%, Moura-Alves et al., 2022, ambos
em Portugal; 11,5% na Irlanda, Deane et al,, 2022), neste estudo ndo foi isolada Sa/monella spp.
em nenhuma amostra. Embora em Portugal estejam implementados programas nacionais de
controlo de Sa/monella spp. em bandos de reproducao, bandos de galinhas poedeiras, bandos
de perus e em frangos (DGAYV, 2021b), até a data ndo estdo implementados programas de con-
trolo com o objetivo de reduzir a prevaléncia de Sa/monella spp. nas exploracdes suinas. Nao
obstante, a nivel do matadouro e para carcagas de suinos, o Regulamento (CE) n.® 1441 /2007
da Comissdo, de 5 de dezembro de 2007, que altera o Regulamento (CE) n.°2073/2005, estipula
que a detegdo de Salmonella spp. deve ser utilizada como critério de higiene de processos.
Assim, segundo este regulamento, a detecdo de Sa/monella spp. nas carcagas de suinos implica
a aplicacdo de medidas corretivas por parte dos operadores das empresas do setor alimentar.
Estas incluem ndo s6 a melhoria das préticas de higiene durante o abate, como também a re-
visdo dos controlos dos processos e das medidas de biosseguranga nas exploragdes de origem
(Regulamento (CE) n.°2073 /2005, 2005; Regulamento (CE) n.® 1441/2007, 2007), o que podera
explicar a baixa prevaléncia de Sa/monella spp., nas fezes de suinos colhidas em matadouro

do presente estudo.

Neste estudo, a identificagdo de E. coli patogénicas foi efetuada com base nos resultados
obtidos por PCR e/ou por WGS. Apesar de nado terem sido submetidas a WGS todas as E. coli
isoladas, para efeitos deste estudo foram consideradas como ndo patogénicas as que obtiveram
PCR negativo e que ndo foram sequenciadas.

Enquanto nos isolados de carne de suinos nao foram identificadas IPEC, nas amostras
de fezes de suinos foram identificados os patotipos STEC e ETEC, respetivamente em 1,9% e
3,9% dos isolados.

Foram identificados dois isolados STEC nas amostras de fezes de suinos, que continham
0 gene stx2, mas ndo o gene eae. Esta combinacdo de genes correspondeu a uma das mais
reportadas (20,1%) entre os casos de infe¢ao por STEC na UE em 2021 (ECDC, 2022a). Nos dois
isolados foi identificado o subtipo stx2e, gene associado a doenca dos edemas em suinos (Hu
et al, 2023). Importa salientar que os suinos em estudo nado apresentavam sinais clinicos de
doenca, uma vez que foram aceites em matadouro, mas poderiam ser portadores assintomati-
cos de STEC. Esta variante de toxina Shiga foi detetada em diversos estudos, ndo s6 em suinos
produzidos para consumo humano (Baranzoni et al, 2016; Hu et al, 2023; Remfry et al, 2021;
Yang et al, 2021), como também em produtos derivados (carne e produtos carneos de suinos)
(Serrano et al, 2018; Shen et al, 2022a; Yang et al., 2021). Ambos os isolados deste estudo per-
tenciam ao serogrupo O8, o qual ndo estd entre os principais serogrupos da vigilancia epide-
miolégica na Europa (026, 045, 0103, O111, 0121, O145, O157) (EFSA&ECDC, 2022). No pre-

sente estudo, este serogrupo foi o mais frequente, tanto em E. coli isoladas de carne (14,3%)
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como em E. coliisoladas de fezes de suinos (14,9%), tendo sido associado aos patotipos STEC
e ExPEC, o que reforga o conceito de que o serogrupo isoladamente nio é relevante para a
avaliacdo do grau de patogenicidade de E. co/i (EFSA, 2020). Um patotipo pode estar associado
a diversos serogrupos, e um serogrupo pode estar associado a diversos patotipos, ou até
mesmo a E. colindo patogénicas (Nataro & Kaper, 1998). Apenas com uma anélise mais abran-
gente, que inclua, nomeadamente, o ST e 0s genes de viruléncia, é possivel ter uma ideia mais
precisa do potencial patogénico de E. coli.

No que se refere aos isolados ETEC identificados nas amostras de fezes de suinos, o gene
stb, que codifica uma enterotoxina termoestével frequentemente identificada nas ETEC de ori-
gem suina (Ogundare et al, 2018; Zhang ef al, 2022), foi detetado nos quatro isolados deste
patotipo. Simultaneamente, foi também detetado o gene asfA4, que codifica a enterotoxina ter-
moestavel EAST-1, a qual aumenta a viruléncia das ETEC (von Mentzer ef al, 2021).

Apesar de no presente estudo nao ter sido identificado nenhum patotipo intestinal de E.
colinas amostras de carne de suinos analisadas, é importante salientar que a presenca destas
bactérias no ambiente de matadouro pode constituir uma fonte de contaminag¢do dos produtos
de origem animal, nomeadamente da carne, especialmente quando nio sdo mantidas as con-
dicdes de higiene adequadas. Ao longo da linha de abate, as bactérias presentes no contetido
intestinal dos animais podem ser transferidas para as carcagas, levando a contaminagao do
produto alimentar final (Abebe et al, 2020).

O potencial patogénico de E. coli esta associado a presenca e expressao de genes de vi-
ruléncia (Kudva, 2020; Pakbin et al, 2021a). Neste trabalho, em todos os isolados de E. coli
sequenciados (14 isolados de carnes e 47 isolados de fezes) foram identificados genes de viru-
léncia associados a EXPEC. Estes genes foram igualmente identificados em todos os isolados
classificados como IPEC.

Os fatores de viruléncia ExXPEC pertencentes a classe das adesinas, codificados pelos ge-
nes csgA (100% dos isolados de carne e 97,9% dos isolados de fezes de suinos) e fimH (92,9%
dos isolados de carne e 97,9% dos isolados de fezes de suinos) foram os mais frequentes. Estes
resultados estdao em conformidade com o obtido noutros estudos sobre caracterizagdo de E.
coliisoladas de suinos (Bernreiter-Hofer et al, 2021; Bok et al, 2020; Massella et al., 2021; Reid
et al, 2019) e produtos derivados (Scheinberg et al, 2017), onde estes genes estiveram entre os
mais prevalentes.

Outros genes de viruléncia, frequentemente identificados em E. coli isoladas neste es-
tudo incluem, entre outros, o frat (78,6% nos isolados de carne e 59,6% nos isolados de fezes
de suinos) e o iss (64,3% nos isolados de carne e 53,2% nos isolados de fezes de suinos), asso-
ciados a protetinas; o gad(71,4% nos isolados de carne e 89,4% nos isolados de fezes de suinos),

que codifica a enzima descarboxilase do acido glutamico; e o terC'(100% nos isolados de carne
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e de fezes de suinos), que codifica a proteina de resisténcia aos ides de teldrio. Estes genes
foram igualmente reportados como frequentes por diversos estudos realizados em E. coli iso-
ladas de suinos (Bernreiter-Hofer et al,, 2021; Bok et al,, 2020; Chen et al, 2018; Massella etal,
2021; Reid et al, 2019).

O elevado ntimero de estirpes com genes de viruléncia associados a ExPEC, é particu-
larmente relevante. De notar que neste estudo, 90,2% das estirpes de E. coli isoladas de carne
e de fezes de suinos submetidas a WGS foram classificadas como EXPEC. Estes resultados per-
mitem levantar a hipétese, ja colocada por outros (Bok ef al, 2020; Kohler & Dobrindt, 2011;
Massella et al, 2021; Sarowska et al, 2019; Sora et al., 2021), de que EXPEC poderao ser consi-
deradas como microrganismos oportunistas, uma vez que fazem parte da flora intestinal do
Homem e dos animais, e que apenas evidenciam o seu potencial de viruléncia quando coloni-
zam os tecidos extraintestinais. Nao obstante, para uma compreensdo mais aprofundada dos
fatores de viruléncia de E. coli comensais e do seu papel nas infe¢oes extraintestinais, sdo ne-

cessarios estudos adicionais.

Relativamente a classificagdo dos filogrupos, e de acordo com a classificagdo de Cler-
mont (Clermont ef al, 2013), as 61 estirpes de E. coli sequenciadas foram incluidas em oitos
filogrupos (A, B1, B2, C, D, E, F e G). Apesar da diversidade observada, a maioria das estirpes
analisadas pertenciam ao filogrupo A (42,9% dos isolados de carnes e 36,1% dos isolados de
tezes) e B1 (51,0% dos isolados de fezes 21,5% dos isolados de carnes). Estes filogrupos estdo
maioritariamente associados a £. coli comensais, apesar de também poderem estar relaciona-
dos com IPEC (Beghain et al, 2018; Bok et al, 2020). Foram igualmente identificados isolados
pertencentes aos filogrupos B2, D, F e G, os quais estdo associados a infe¢Oes extraintestinais,
nomeadamente no Homem (Bok et al, 2020; Clermont et al, 2019; Pakbin et al, 2021b). No
entanto, estudos mais recentes tém revelado que a associagdo entre o filogrupo e a patogenici-
dade de E. coli é cada vez mais dificil de estabelecer, muito devido a ubiquidade desta bactéria
(Bailey et al, 2010; Higgins et al, 2007; Stoppe et al.,, 2017).

No presente estudo foram identificados trés serotipos distintos de Sa/monella spp., nas
carnes de suinos analisadas: S London, S. Typhimurium e 5. Typhimurium monofésica. Ou-
tros estudos também reportaram o isolamento dos serotipos mencionados em carne de suinos
em Italia (Gambino et al., 2022), no Brasil (Gomes et al,2022) e na Roménia (Tirziu et al, 2020).
Os serotipos S. Typhimurium e S Typhimurium monofasica estdo entre os trés mais relevantes
na Europa, nomeadamente em suinos e carne de suinos (EFSA&ECDC, 2022). Apesar de S.
London ser menos prevalente nos casos de salmonelose em humanos na Europa, este serotipo

tem sido bastante reportado na China, associado a carne de suinos (Shen ef al, 2022b). Os trés
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serotipos identificados no presente estudo, foram anteriormente identificados no ambiente de

matadouro de suinos em Portugal (Costa ef al, 2023; Gomes-Neves et al, 2014).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a patogenicidade de Sa/monella nao tiféides
estd associada ao ndmero e a presenca de determinados genes, nomeadamente dos ge-
nes invA, stn, hilA, spvABCDe spvK, importantes na interacdo com a célula hospedeira, na
producdo de enterotoxinas e no processo de invasdo (Ammar et al,2016; Bahramianfard efal,
2021; Diab et al, 2023). No presente trabalho, o gene hilA foi identificado nas trés Sa/monella
spp. isoladas de carne de suino, enquanto o gene spvBfoi identificado apenas no isolado
de S Typhimurium (CC47) e os genes spvC, spvK, stne fimA nao foram identificados em ne-
nhum dos casos. O gene invA, considerado como marcador genético da maioria dos serotipos
de Salmonella spp. (Sabry et al, 2020), foi observado nos trés isolados analisados. Apesar de o
numero de isolados de Sa/monella spp. ter sido baixo neste estudo, os dados obtidos estdo de
acordo com evidéncias da literatura e realcam a importancia da avaliacdo deste parametro
genomico nas estirpes de Sa/monella spp. isoladas de matrizes alimentares, tendo em consi-

deracdo o seu potencial zoonético (Chaudhary etal, 2015; Nikiema et al, 2021).

Relativamente aos STs, neste estudo foram identificados 43 STs diferentes entre os iso-
lados de E. coli, dos quais 13 STs nos isolados de carne e 30 STs nos isolados de fezes de suinos,
e 3 STs distintos nos isolados de Sa/monella spp.

Em particular, numa estirpe de E. coliisolada de carne (CC47) foi identificado o ST131
(associado ao serotipo ND:H4 e ao filogrupo B2), o qual apresenta particular relevancia epide-
miolégica no ambito do grupo ExPEC. O grupo clonal ST131 representa uma linhagem emer-
gente a nivel global, devido a sua viruléncia e elevada adaptabilidade a diferentes hospedei-
ros, tendo sido identificado em E. coli isoladas de amostras clinicas humanas, de animais de
producdo, de animais selvagens e de companhia, e de carne de retalho (Adefioye et al, 2021;
Bernreiter-Hofer et al, 2021; Liu et al,, 2018; Massella et al, 2021; Schink et al.,, 2013). Este ST
estd associado a varios determinantes de resisténcia, que incluem a producdo de ESBL e a re-
sisténcia as fluoroquinolonas (Ramos et al, 2020). No isolado em estudo, CC47, além da resis-
téncia fenotipica a diversos antibidticos (ampicilina, tetraciclina, dcido nalidixico, cloranfeni-
col, trimetoprim e sulfametoxazol), apoiada pela analise genémica do isolado, foram identifi-
cados determinantes de resisténcia para as fluoroquinolonas.

Foram encontrados trés STs comuns entre as estirpes de E. coli isoladas de carne e de
fezes de suinos: ST10, ST88 e ST101. Alguns estudos demonstraram que os ST10 e ST88 se
encontram globalmente distribuidos em animais, nomeadamente em suinos, e nos seres hu-
manos (Day et al., 2016; Do et al, 2022; Seo et al., 2023; Wasinski, 2019). Num estudo realizado

por Day etal. (2016), estes dois ST foram identificados em isolados de E. cofhumanos, animais
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(bovinos, perus) e alimentares (carne de bovino e peru), sugerindo a possibilidade destes ST
poderem estar a circular entre os animais e 0 Homem, através do consumo de alimentos de
origem animal contaminados. Contudo, seria necessdrio realizar uma caracterizagdo das estir-
pes de E. coli mais discriminatdria e abrangente, nomeadamente através da WGS, de modo a
confirmar essa possibilidade.

No que se refere aos isolados de Salmonella spp., estes pertenciam ao ST155 (5. London),
ST34 (S Typhimurium monofésica) e ST19 (S. Typhimurium). Estes STs sdo os mais prevalen-
tes nos serotipos identificados e tém sido associados a diversos surtos de origem alimentar. A
titulo de exemplo, refere-se o surto de S Typhimurium monofésica ST34 que ocorreu em 2020
em Franga, associado ao consumo de chourico (Pardos de la Gandara ef al, 2023), e ao surto
que ocorreu na Dinamarca em 2017, associado ao consumo de salame de porco fatiado conta-
minado com S Typhimurium ST19, produzido em Espanha (RASFF, 2017).

A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaga a satide humana em todo o mundo
(EClinicalMedicine, 2021). Neste estudo, foi testada fenotipicamente a resisténcia a antibiéticos
nas trés Salmonella spp., em 36 E. coliisoladas de carne e 103 E. coliisoladas de fezes de suinos.

Relativamente ao perfil de resisténcia a antibiéticos, 75,0% (27/36) das estirpes de E. coli
e 66,7% (2/3) das estirpes de Sa/monella spp. isoladas de carne, e 71,8% (74/103) das estirpes
de E. coliisoladas de fezes de suinos foram fenotipicamente resistentes. Estes resultados estdo
de acordo com o descrito num estudo realizado em Portugal em carne de suinos (Costa et al,
2022b), onde a proporcao de Salmonella spp. e de E. coli resistentes a antibidticos também foi
elevada, 78,5% e 100%, respetivamente.

Nos isolados de E. coli, as resisténcias a tetraciclina (41,7% nos isolados de carne e 55,3%
nos isolados de fezes de suinos), ampicilina (38,9% nos isolados de carne e 48,5% nos isolados
de fezes de suinos) e sulfametoxazol (41,7% nos isolados de carne e 35,9% nos isolados de fezes
de suinos) foram as mais frequentes. A resisténcia as cefalosporinas de 3° e 4” geragao (cefota-
xima e cefepima) foi baixa (entre 0,0-1,0%) em ambos os grupos de estudo. J& no que se refere
aos isolados de Sa/monella spp., as resisténcias a ampicilina (duas das trés estirpes isoladas) e
ao sulfametoxazol (duas das trés estirpes isoladas) foram as mais frequentes. Estes resultados
estdo em conformidade com os dados do ultimo relatério anual de vigilancia da resisténcia
antimicrobiana em bactérias zoonéticas na UE (EFSA&ECDC, 2023). No entanto, convém sa-
lientar que estas comparacdes devem ser sempre efetuadas com precaucao, uma vez que o tipo
de testes e os critérios de interpretacdo utilizados, bem como a origem dos dados em anélise
(programas de vigilancia nacionais, estudos em quintas ou matadouros), podem conduzir a
alguns vieses.

Todos os isolados de E. coli foram suscetiveis a ceftazidima, meropenem e tigeciclina.

Estes resultados foram semelhantes aos de um estudo realizado em Italia (Rega et al, 2023),
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que avaliou a transmissdo de E. coli resistentes a antimicrobianos ao longo da cadeia de pro-
dugdo suina (incluindo amostras de fezes e de carne de suinos), em que nenhum dos isolados
de carne e de fezes de suinos foram resistentes a ceftazidima ou a tigeciclina. O mesmo tem
sido observado em outros estudos realizados na China, em que £. coliisoladas de suinos apre-
sentam suscetibilidade ao meropenem e a tigeciclina (Ma et al, 2022; Wang et al., 2020).

No presente estudo, de entre as estirpes resistentes, 40,7% E. coli isoladas de carne e
514% E. coli isoladas de fezes de suinos foram multirresistentes aos antibi6ticos testados. A
frequéncia de isolados multirresistentes encontrada é superior a referida no relatério da EFSA
& ECDC (2023), que reporta valores de resisténcia de 34,2% para E. coli isoladas de suinos
produzidos para consumo humano. Os isolados de E. coli analisados exibiram um perfil de
multirresisténcia semelhante ao da maioria dos animais produtores de alimentos da UE, sendo
o perfil AMP-TET-SMX-TMP o mais frequente (EFSA & ECDC, 2023).

Diversos fatores poderdo contribuir para a ocorréncia de uma percentagem tao elevada
de E. colie Salmonella spp. resistentes a estas classes de antibiéticos, entre as quais a utiliza¢do
inadequada e abusiva de antibiéticos na producdo animal (WHO, 2021). Hipoteticamente, os
suinos em estudo poderdo ter sido criados em condicdes semelhantes e expostos aos mesmos
antibidticos que outros animais da UE, embora tal seja meramente especulativo, uma vez que
a informagdo acerca da exposi¢do a antibidticos dos animais incluidos neste estudo ndo foi
facultada ao laboratério.

Importa salientar que em Portugal, a semelhanca da maioria dos paises da UE, em 2021
estas foram as classes de antibiéticos com maior volume de vendas (tetraciclinas com 34,1%,
penicilinas com 31,2%, e sulfonamidas com 9,9%), totalizando 66,9% das vendas de produtos
veterindrios medicamentosos (EMA, 2022). Para além disso, estas classes de antibidticos sdo
frequentemente utilizadas, muitas vezes de forma indevida, na produgdo de suinos (EMA,
2019; Holmer et al, 2019; O'Neill et al, 2023). Os resultados obtidos apds sequenciagdo dos
isolados de E. colie Salmonella spp. evidenciaram a presenga de determinantes de resisténcia
a estas classes de antibitticos. No caso dos putativos marcadores de resisténcia as penicilinas,
destacam-se os genes blaTEM, os quais aparecem com frequéncia em £ coli isoladas de carne e
de fezes de suinos (Ramos et al, 2020). Neste trabalho, o gene mais prevalente foi o b/aTEM-1,
apesar de a TEM-1 ndo ser considerada uma ESBL. Numa estirpe de E. cofi isolada de carne
foi identificada a presenga do gene b/aTEM-30, que explica a resisténcia fenotipica deste isolado
a amoxicilina-acido clavulanico. Esta enzima, TEM-30, foi identificada pela primeira vez em
Portugal, numa E. coli isolada numa urocultura em 1999 (Canica et al, 2002). A resisténcia as
tetraciclinas é geralmente explicada pela presenca dos genes tet(A, B, D, M, e outras variantes ),
ou pelas altera¢des ao nivel das bombas de efluxo a eles associadas (Jahantigh et a/, 2020). O
gene fef(A), o mais frequente neste trabalho, estd entre os mais identificados em E. coli

(Abbassi ef al, 2021; Meller et al, 2016). Relativamente a resisténcia ao trimetoprim, foram
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identificados os genes dfrAl, dfrA5, dfrAS, dfrA12, dfrA14 e dfrA17 (maior proporcao de iso-
lados foi associada aos genes dfrAl e drfA12), enquanto a resisténcia ao sulfametoxazol foi
associada a presenca dos genes sul/l, 2e 3 (Ray et al, 2017). O gene sul3, o mais identificado
em estirpes de E. coliisoladas de carne (42,9%) e de fezes de suinos (38,3%), é frequentemente
encontrado em E. coliisoladas de suinos (Reid ef al, 2019).

Adicionalmente, foram identificados genes que conferem resisténcia preditiva as classes
dos aminoglicosideos (aadA1, addA2, addAZ2b, aadA5, aadAl12, aac(6))-laa, aph(3")-Ib, aph(6)-
1d) e dos fenicéis (catA2, cml, cmlA1l, floR), tal como referido em outros estudos (Peterson &
Kaur, 2018; Ray et al,2017; Yaqoob et al, 2018).

Particularmente relevante, é a presenca de genes determinantes de resisténcia as classes
de antibiéticos consideradas de importancia critica para a saide humana e animal, nomeada-
mente as fluoro(quinolonas), aos macrélidos e as cefalosporinas. Foram identificadas muta-
¢Oes na regido codificante das enzimas DNA girase e DNA toposisomerase IV (genes gyrA,
parC, e parE, respetivamente), bem como identificados genes plasmidicos gnr (gnrSI), associ-
ados a resisténcia preditiva as fluoro(quinolonas) (Aldred et al, 2014). Mutacdes nos genes
gyrA e parC foram descritas anteriormente em £. coli isoladas de suinos e outros animais de
producdo (Kompes et al, 2023; Redgrave et al, 2014; Seo et al., 2022). Associado a resisténcia
preditiva aos macrélidos, foram identificados os genes mef(B), mefC) que codificam bombas
de efluxo, e os genes mph(A), mph(B), mph(G) que codificam fosfotransferases (Dinos, 2017;
Ray et al, 2017).

Uma das estirpes de E. coli isoladas de fezes de suinos (SM76) apresentou resisténcia
fenotipica as cefalosporinas (cefotaxima e ceftriaxona - 3" geragdo, e cefepima - 4°geracao),
tendo sido identificado o gene blacTx-M-1, responsavel pela expressdo de ESBL (Ramos ef al,
2020). Este gene esta associado a producao de uma das CTX-M mais frequentemente detetadas
em animais produtores de alimentos na Europa, especialmente em suinos (EFSA & ECDC,
2023; Kompes et al, 2023; Poirel ef al, 2018).

Foram também identificados concomitantemente outros genes que codificam ESBLs em
E. coli (blatEM-207, blaTEM-230) e Salmonella spp. (blaTeM-106, blaTEM-126) isoladas de carne, ape-
sar de nos TSA ndo se ter observado manifestacio fenotipica.

Em Portugal ja foi reportada a presenga de E. coli produtoras de ESBL em diversos ani-
mais produtores de alimentos (suinos - 49%; bovinos - 7%; perus - 4%) e em carne disponivel
em superficies comerciais (carne de porco - 10,5%) (Clemente et al, 2021; Ramos et al, 2020).

Neste trabalho, ndo foram detetados genes de resisténcia a colistina. Nao obstante, varios
estudos, nomeadamente em Portugal, ttém demonstrado a presenga de genes mcr;, por vezes

associados a suscetibilidade reduzida a colistina, em E. coli e Salmonella spp. isoladas de ani-
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mais produtores de alimentos, incluindo de suinos, e de varios produtos alimentares, predo-
minantemente de carne de suino, bovino, frango e peru (Amaro et al, 2023; Clemente et al,
2019; ECDC, 2016; Figueiredo et al, 2016; Kieffer et al, 2017; Lima et al, 2022).

Os animais produtores de alimentos, nomeadamente os suinos que ndo apresentam si-
nais clinicos de qualquer doenca, podem ser importantes reservatérios de E. coli e Salmonella
spp. portadoras de genes de resisténcia, que podem ser transmitidos ao Homem por contacto
direto ou através da cadeia alimentar, se ndo forem seguidas as praticas de higiene adequadas
(Adzitey et al., 2021; Bergspica et al., 2020). Um estudo realizado por Schill et al. (2017) de-
monstrou que a carne de suinos pode ser uma fonte de ESBL, mesmo quando os parametros
de qualidade microbioldgica (contagem de Enterobacteriaceae, E. coli, e microrganismos aeré-
bios mesofilos) estdo dentro dos limites satisfatorios.

Neste trabalho, e de acordo com a metodologia utilizada, foram identificados diversos
genes bla da mesma familia (TEM) no mesmo isolado, como é o caso do CC9 (E. coli) e do
CC47 (Salmonella spp.), o que ndo é compativel com o fitness das bactérias (capacidade de
adaptacdo metabdlica da bactéria para sobreviver e se multiplicar em diferentes ambientes).
Nestes casos, seria importante adotar uma abordagem diferente para identificar os genes de
resisténcia e as mutuagdes pontuais preditivas da resisténcia antimicrobiana, a qual poderia
por incluir, por exemplo, a submissdo dos raw reads a plataforma Resfinder disponivel no
CGE. Nas versdes mais antigas do ResFinder, apenas era possivel realizar a submissdo de as-
semblies em formato fastq. Atualmente, é possivel também submeter os raw reads nesta pla-
taforma (Florensa et al, 2022). A titulo de exemplo, fazendo a submissdo dos raw reads dos
isolados anteriormente referidos (CC9, de E. coli, e CC47, de Salmonella spp.) foi possivel
identificar um ntimero muito menor de genes b/aTEM. Uma andlise futura deverd ter em con-
sideragdo este aspeto da identificagdo dos genes de resisténcia, aquando da submissido de raw

reads versus assemblies as plataformas de analise genémica disponiveis.

Os plasmideos mais frequentemente identificados neste estudo pertencem aos grupos
IncF e IncX. Estes elementos genéticos méveis podem ser transmitidos entre bactérias e de
bactérias presentes em animais para bactérias presentes em humanos, transferindo vérios fa-
tores de viruléncia e de resisténcia (Bernreiter-Hofer et al., 2021; Rozwandowicz et al., 2018).

Os plasmideos IncF, estdo entre os mais disseminados na Europa, tendo sido identifica-
dos em E. coli isoladas de humanos, de animais e do meio ambiente (Rozwandowicz ef al,
2018). Este grupo de plasmideos esta associado a genes de resisténcia de varias classes de an-
tibi6ticos, como as penicilinas, os carbapenemes, os aminoglicosideos, as quinolonas, as sulfo-
namidas e as tetracicilinas (Rozwandowicz et al, 2018; Yang et al, 2015). Os plasmideos IncX

sdo principalmente identificados em Sa/monella spp. e E. coli isoladas de fontes humanas e
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animais. Estes plasmideos contém, principalmente, determinantes de resisténcia as quinolo-
nas, as tetraciclinas e ao trimetoprim (Rozwandowicz et al, 2018).

O gene blacTx-M-1 € frequentemente descrito em plasmideos do grupo Incll-1 (Bernrei-
ter-Hofer et al, 2021; Day et al, 2016; Kompes et al., 2023, Rozwandowicz et al,, 2018). Neste
estudo identificou-se o plasmideo Incl1-l1 numa estirpe de E. coli portadora do gene blacTx-M-
1.

Os isolados de Salmonella spp. deste estudo ndo integraram nenhum c/uster, quando
comparados com as sequéncias clinicas, alimentares e animais, nacionais e internacionais, dis-
poniveis na plataforma Enterobase. O niimero limitado de sequéncias disponiveis na plata-
forma Enterobase, dificultou a comparagdo genética dos isolados em estudo.

A andlise filogenética com base no cgMLST dos isolados de E. coli estudados permitiu
identificar quatro clusters. O cluster1 integrou dois isolados de carne, enquanto os c/usters?2,
3 e 4 integraram apenas isolados de fezes de suinos. Foi observada concordancia no que se
refere ao filogrupo, ST, serotipo, genes de viruléncia e genes de resisténcia entre as estirpes de
E. coli de cada cluster. O cluster 1 integrou isolados de amostras que pertenciam a mesma
marca, ao mesmo produtor de carne, associado a mesma exploragdo de suinos, sugerindo que
a contaminacdo destas amostras de carne por E. coli podera ter ocorrido ao nivel da produgao
primdria. Na producdo primaria, a contaminagdo pode ocorrer durante a fase de alimentagao
dos animais ou via o meio ambiente onde estes se encontram inseridos (Machado-Moreira et
al, 2019). Por outro lado, durante o processo de abate, a fase de evisceragdo pode constituir
outra fonte de contaminagdo, como jé referido anteriormente (Abebe et al., 2020; Adzitey et al,
2021). Os clusters 2 e 4 integraram isolados de amostras que pertenciam a mesma exploragdo
de suinos. Por outro lado, o c/uster 3 integrou dois isolados de fezes de suinos provenientes
de exploragdes diferentes, colhidas com um intervalo de, aproximadamente, quatro meses. A
falta de informacao sobre as possiveis relagdes entre estas duas exploragdes, nomeadamente
no que diz respeito a proximidade geografica, ao tipo de producdo (intensiva, semi-intensiva)
e ao tipo de alimentacdo dos animais, entre outras, ndo permite tirar qualquer elacdo acerca
da relagdo filogenémica entre estes isolados de £. coli.

Foi possivel observar que algumas estirpes de E. coli pertencentes ao mesmo ST nao
apresentavam proximidade genética, demonstrando o elevado poder discriminatério do es-
quema de andlise baseado no cgMLST, quando comparado com o esquema de MLST baseado

na andlise de 7 alelos (esquema Achtman).
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6

CONCLUSAO

A prevencao e o controlo de doengas infeciosas estdo entre os principais objetivos da
saude publica. De acordo com os ultimos dados da OMS, é estimado que anualmente existam
600 milhdes de casos de doencas provocadas pela ingestao de alimentos contaminados a nivel
mundial, dos quais 420.000 resultam em morte (FAO & WHO, 2023). A maioria dos microrga-
nismos patogénicos associados a doencas de origem alimentar tem uma origem zoonética,
sendo os animais produtores de alimentos os principais reservatorios, e os alimentos de ori-
gem animal, como a carne, as principais fontes de transmissao (Abebe ef a/, 2020). Entre as
principais bactérias patogénicas associadas a surtos de origem alimentar, destacam-se a E. coli
e a Salmonella spp. (EFSA&ECDC, 2022). Paralelamente, a resisténcia a antibidticos, associada
a muitas destas bactérias, agrava o risco para a saide humana e animal (Rajaei et a/, 2021).

Neste estudo foram caracterizadas estirpes de E. coli e Salmonella spp. isoladas de fezes
de suinos, produzidos para consumo humano, e de carne de porco crua, um dos produtos
alimentares mais consumidos em Portugal. De acordo com o inicialmente definido, e com os
resultados que foram obtidos, pode-se considerar que os objetivos foram alcangados com éxito.

Foram identificados isolados de E. coli patogénicos intestinais (STEC e ETEC) e extrain-
testinais nas matrizes animais, e isolados de E. coli patogénicos extraintestinais e Sa/monella
spp. nas matrizes alimentares analisadas, ainda que a maioria das amostras de carne de suinos,
adquiridas em diversas superficies comerciais, tivesse apresentado qualidade microbiolégica
satisfatoria. Estes dados evidenciam a importancia de definir critérios microbiolégicos de se-
guranga especificos e mais abrangentes (para além dos referidos na legislagdo vigente) para a
pesquisa destas bactérias em fezes e carne de suino no geral (para além de preparados de
carne). Apesar de a carne de porco ndo ser um alimento pronto a comer, as contamina¢des
cruzadas que podem ocorrer durante a fase de confegdo de um alimento contaminado, podem
constituir um risco para a satide dos consumidores.

A elevada frequéncia de E. coli e Salmonella spp. resistentes ou com genes de resisténcia

a antibidticos, principalmente nas amostras de carne, é de particular preocupagao para a satide
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publica (O'Neill ef aZ, 2023). Embora o tratamento das infe¢des gastrointestinais ndo pressu-
ponha antibioterapia, os genes de resisténcia presentes nestas bactérias podem ser transmiti-
dos para outras bactérias, podendo limitar o tratamento de outras infe¢des mais graves (Gam-
bino et al, 2022; Shane et al,, 2017). Em suma, a presenca de E. coli patogénicas e Salmonella
spp., por vezes resistentes a antibiéticos, em suinos produzidos para consumo humano, evi-
dencia a necessidade do rigoroso cumprimento das boas préticas de higiene ao longo de toda
a cadeia alimentar, desde a producao primdria, a transformacao, a distribui¢ao e a preparacao,
até ao momento em que existe consumo do alimento. Neste contexto, é essencial que as estra-
tégias e sistemas de monitorizagdo e controlo sejam implementados através de uma aborda-
gem One Health. A promocado de estudos "do prado ao prato" e a compreensdo de como as
bactérias zoonéticas persistem no reservatdrio animal ou entram na cadeia alimentar, sdo pas-
sos cruciais para a implementacdo destas estratégias. Promover o uso de medidas de biosse-
guranga e investir na investigacdo e desenvolvimento de vacinas, constituem abordagens adi-
cionais que podem contribuir para enfrentar este desafio. Por outro lado, a estratégia de segu-
ranca alimentar devera também passar pela educacao e sensibilizagdo dos consumidores, para
as regras de higiene na manipulacdo de alimentos pereciveis e suscetiveis a contamina¢ao mi-
crobiana. De salientar, que menos de metade dos consumidores europeus identifica o consumo
de carne como uma potencial via de transmissao de bactérias resistentes a antibiéticos de ani-
mais para humanos (EFSA, 2017; Ritter et al, 2019).

No presente trabalho, a caracterizacdo genémica dos isolados de E. colie Salmonella spp.
demonstrou ser uma mais-valia, pois permitiu a identificagdo de estirpes patogénicas, de ge-
nes de resisténcia a antimicrobianos e de plasmideos, dando uma visao mais abrangente sobre
o potencial patogénico dos mesmos. De realcar que esta abordagem permitiu identificar uma
grande percentagem de estirpes de E. coli patogénicas extraintestinais. Estas bactérias, podem
ser consideradas como bactérias oportunistas, uma vez que poderdo evidenciar o seu potencial
de viruléncia quando colonizam os tecidos extraintestinais.

Neste estudo, a sequenciagdo completa do genoma apenas foi realizada num subgrupo
de isolados, de acordo com o racional previamente definido. Num estudo posterior, seria re-
levante a realizagdo da WGS de todas as estirpes de E. coli isoladas, de modo a compreender
a relevancia dos fatores de viruléncia presentes nas "E. coli comensais" e o seu papel nas infe-
¢Oes extraintestinais. A crescente disponibilidade e acessibilidade da WGS provavelmente for-
necera novas perspetivas sobre este tema.

Em investiga¢des futuras seria relevante a realizacdo de um estudo prospetivo, com co-
lheitas em diferentes pontos da cadeia de producado de suinos (exploragdo, transporte, abate,
processamento). A par disso, seria pertinente ter informag¢des mais detalhadas sobre a origem

dos suinos e das carnes em estudo, uma vez que esta informacao podera ser fundamental para
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tirar mais elagdes acerca das relagdes filogenéticas dos isolados e, eventualmente, sobre o pa-
pel dos suinos enquanto potencial fonte de transmissdo destas bactérias ao Homem.

Em suma, este estudo permitiu aprofundar o conhecimento sobre a qualidade microbi-
olégica de carne de suinos e o papel que as bactérias zoonéticas, E. coli e Salmonella spp.,
podem desempenhar na cadeia alimentar, e o potencial perigo que podem representar para a

saude publica.
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A

ANEXO: GENES DE VIRULENCIA UTILIZADOS NA
CLASSIFICACAO DE EXPEC

A Figura A.1. apresenta os genes de viruléncia utilizados no presente trabalho para a

classificacao dos isolados de E. coli como EXPEC.

Table 1 Virulence genes of ExXPEC encoding adhesins, t and sideroph
Description Virulence genes  Function ExPEC pathotype
Adhesins
Type 1 fimbriae firm Factor of colonization in extraintestinal infections, biofilm forma-  UPEC, NMEC, SEPEC, APEC
tion
Afimbrial adhesin afa The non-fibrous adhesin binds to the DAF receptor on the cell UPEC
surface epithelium, hernagglutination capacity
Dr fimbriae dra Binding to the DAF receptor on the surface epithelial cells and UPEC
mediation of internalization bacteria to the host cells
P fimbriae pap Stirmulate the production of cytokines by T lymphocytes, coloniza-  UPEC, SEPEC, APEC
tion factor in extraintestinal infections
S fimbriae sfa Adhesion to intestinal epithelial cells, kidney, lower urinary tract UPEC, NMEC
cells; facilitate the penetration of bacteria into the tissues
F1C fimbriae foc Adhesion to renal epithelial cells and endothelial cells of the blad-  UPEC
der and kidneys
Iha iha Iran-regulated-gene-homologue adhesion UPEC
Mat mat Meningitis associated and temperature regulated fimbriae NMEC
Curli fiber gene crl, csg Enable biofilm formation and promote pathogenicity UPEC, SEPEC, APEC
Antigend3 agn43(fiu) Protein of autotransporter family, adhesion and biofilm develop-  UPEC
ment
Invasine
Ibe ABC ibeA B C Cellirvasion into the host tissues NMEC, SEPEC, APEC
lIron uptake
Aerobactin iuc,aer Siderophare, acquisition of Fe2 + / 3 + in the host system UPEC, APEC
Iran repressible protein irp Yersiniabactin synthesis MMEC
Salmochelin iroN Siderophore receptor, use of Fe ions obtained from the body host  UPEC, NMEC, SEPEC APEC
Chud, Hma chu, hma Enable using of Fe from hemoglobin in the host system UPEC, SEPEC
SitABC sitA BC Transportation of Fe, Mn UPEC, APEC
Protectins/serum resistance
Transfer protein tral’ Inhibition of the classical pathway of complement activity NMEC, SEPEC APEC

Capsula antigens

Outer membrane protein
Increased serum survival
ColV, CvaC

Toxins

Serin protease autotransporter

Secreted autotransporter toxin
Vacuolating autotransporter toxin
Hemaolysin A

Cytotoxic necrotizing factor
Cytolethal distending toxin

KpsMi-neud, Kpsidll

omp
i53
col¥, cvaC

pic

sat
vat
hiyA
cnf
cdt

The protection factor against phagocytosis and the spreading
factor

Enable intracellular survival, evasion from the body's defense.
The protection factor against phagocytosis
Factor facilitating colonization

Degrades mucins, facilitates colonization epithelium, damages of
the cell membrane

Proteclytic toxin, effect eytotoxic—influences on cell vacuolization
Proteolytic toxin, induces host cell vacuolization

Creating of pores in membranes of host cells (cell lysis)

Engaging in cell necrosis

Cytolethal distending factor

NMEC, SEPEC

UPEC, NMEC
NMEC, SEPEC, APEC
NMEC, SEPEC, APEC

UPEC

UPEC

UPEC, APEC
UPEC

UPEC, SEPEC
SEPEC

Figura A.1. Genes de viruléncia utilizados na classificagdo de ExPEC (Sarowska et al, 2019).
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B

ANEXO: GENES DE VIRULENCIA DAS ESTIRPES
DE SALMONELLA SPP. SUBMETIDAS A WGS

A Figura B.1. apresenta 0 mapa dos determinantes de viruléncia obtido ap6s submissdo

dos assemblies de Salmonella spp. a plataforma Virulence Factors of Pathogenic Bacteria.

. R e CCA0[Prediction] | CC28{Frediction) CCAT| Prediction)
draft {draft} draft {draft} draft {draft}
AgfiCsg ceglh orf00183 afl1215 orfDDET3
5ol orf00007 02835 orfZ090
Bof befC orf00008 02838 orfzZ091
befD orf00005 02837 orfz092
fim G 02569 orf01419
Fim fim D 00479 02568 orf01420
fim H orf00480 02567 orf01421
fin 2 00481 02568 orf01422
Lot IBfC 02685 01795 orf0772
ipfD 02684 01798 orf01771
Fe pegC orf00283
=3 pegD orfl0263
ot =B orf007 19 00641 orf01247
=afC o007 18 00642 orf01246
. . . sthB orf0 D880
Fimérial adherence determinanis st =5C orf008s1 00207 orf01292
sthD 00682 00208 orf1292
- =icC orfi3245 orfi2415
ste =£D orf03248 orfi2414
Std =B 02288 02878 orf0386
Ste steF orf007 18
o ] 01480 orf01 170
=D 01459 orf01169
e 02811 orfZ075
Sth sthD orf006E0
sthE orf00BE1 02809 orfZ07 4
=ti4 orf0 D882
sti shiG 03313 orfo0s
st orfi3314 orf0D090
St =i5 02288 02793 orfZ063
[ Whig- 14 mig-14 orf007E2 03044 orfZT27
Maorophage inducible genes Mig 5 mig5
Miagnes im pizke Vg2 tareport m g8 00831 01703 orf1852
mgiC
WisL misL 00835 01705 orf1850
. ) RatB =6 orf02083 03122 orfzZe14
Menfimorial adherenoe deter minants ShaA =haA 03123, orf03122 o028 15; orfiZe18
SinH sinH orf02088 03119 orfZe11
Regulation PhoPQ pho@ orf00118 01148 orf0727

Figura B.1. Mapa dos determinantes de viruléncia obtido apés submissdo dos assemblies a plataforma Virulence

Factors of Pathogenic Bacteria.
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VEclass Vs (S Related genes CC10(Prediction) CC26(Prediction) CC47(Prediction)
draft (draft) draft (draft) draft (draft)
hilA orf01371 orf02982 orf02671
hilC orf01377 orf02985 orf02674
hilD orf01372 0rf02983 orf02672
invA orf01357 orf02969 orf02660
invC 0orf01358 orf02970 orf02661
invE 0orf01356 orf02968 orf02659
invG orf01355 orf02967 orf02658
TTSS (SPI-1 encode) invJ orf01359 orf02971 orf02662
prgH orf01374 orf02984 orf02673
sipD orf01367 orf02979 orf02668
spaO orf01360 orf02972 orf02663
spaP orf01361
spaQ orf01362 orf02974
spaR orf01363 orf02975 orf02664
spaS orf01364 orf02976 orf02665
ssaC orf00984 0orf01030 orf00816
ssaD 0rf00985 orf01029 orf00817
ssaG orf00993
ssaH orf00994 orf01024
ssaL orf00997 orf01022 orf00820
ssaN 0rf00999 0orf01020 orf00822
ssaQ orf01000 orf01018 orf00823
ssaR 0rf01017
TTSS (SPI-2 encode) ssaS orf01002 0rf01016
ssaT 0rf01003
ssaU orf01004 orf01014 orf00824
Secretion system ssaV. orf00998 orf01021 orf00821
sseC orf00988 0rf01027 orf00818
sseD orf00989
sseE 0rf00990
ssrA orf00983 orf01031 orf00815
TTSS effectors translocated via both systems sIrP orf00374 orf01944 orf01079
avrA 0orf01378 orf02986 orf02675
SipA orf01368 orf02980 orf02669
sipB orf01365 orf02977 orf02666
sipC orf01366 orf02978 orf02667
TTSS-1 translocated effectors SopA orf02771 orf02102 0rf02349
sopB/sigD orf01415 orf01246 orf00648
sopD orf03349 orf02938 orf02637
sptP orf01370 orf02981 orf02670
gogB orf03067 orf02762
pipB2 orf00760 orf03047 orf02729
pipB orf01417 orf01247 orf00647
sifA orf00122 orf01154 orf00721
sifB orf03144 0rf00883 0rf00912
sseF orf00991 0rf01025 orf00819
TTSS-2 translocated effectors sseG 0rf00992
ssel/srfH orf01269 orf00630
ssel orf03121 orf00863 orf00929
sseK1 0rf01960 0rf01620
sseK2 orf03255 0rf02406
sseL orf01704 orf00239 orf02500
sspH2 orf02450 orf01886
Toxin SpvB spvB orf01608
Invasion Invasion of brain endothelial cells (Ibes)(Escherichia) ibeB orf00351
RN, . . afaB orf03264
Adherence Afimbrial adhesin AFA-I(Escherichia) P 0103263
Autotransporter EhaB ehaB orf01284

Figura B.1. Mapa dos determinantes de viruléncia obtidos ap6s submissao dos assemblies a plataforma Virulence

Factors of Pathogenic Bacteria (continuagao).
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