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RESUMO

BARBOSA, C.A. CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA, GENOTIPICA DE
Escherichia coli PROVENIENTES DE Mytella guyanensis e SENSIBILIDADE
A ANTIMICROBIANOS

O trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo microbiologica e
genotipica de Escherichia coli provenientes de sururu (Mytella guyanensis) e
testar a sensibilidade a antimicrobianos comerciais e extratos obtidos de folha e
casca de jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam). Foram realizadas trés coletas
de sururu entre os meses de dezembro de 2015 e janeiro de 2016, em cada
coleta foram adquiridas duas amostras de mercados e duas amostras de pontos
de venda da feira livre em Cachoeira, Bahia, Brasil, desta forma foram coletadas
12 amostras no total. Estimou-se a populacdo de E. coli utilizando placas EC
(AOAC 998.08). O isolamento de cepas de E. coli foi realizado utilizando agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e a preservacdo em glicerol a 15 % e caldo Brain
Heart Infusion (BHI) a -20° C. Realizou-se a extracdo do DNA dos isolados de E.
coli e utilizou-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para pesquisar 0s
genes de viruléncia stx, bfpA e elt. O perfil de sensibilidade dos isolados a
antimicrobianos comerciais foi determinado pelo método disco-difusdo. Para a
determinacdo do perfil de sensitibilidade a extratos de A. heterophyllus foram
coletadas folhas e casca do caule desta planta e os extratos foram feitos pela
técnica de maceracao a frio, utilizando metanol e hexano para os extratos brutos,
diclorometano e acetato de etila para as particdes do extrato bruto metandlico.
Realizou-se a triagem fitoquimica para a deteccdo da presenca de metabdlitos
secundérios nos extratos. O método usado para a determinacdo da sensibilidade
de cepas de E. coli aos extratos foi o método de microdiluicdo em caldo, visando
a determinagcéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Realizou-se a analise
estatistica descritiva para a obtencdo da maxima, mediana e minima e analise de
variancia (ANOVA) para a obtencdo da diferenca entre as médias com as
contagens microbioldgicas. A contagem de E. coli variou entre <1 a 4,0 log

UFC.g! para as amostras dos mercados e <1 a 4,8 log UFC.g*! para as amostras



da feira. Houve uma tendéncia para diferenca significativa entre as médias das
contagens de E.coli (p=0,055) para as amostras de mercados e da feira. Foram
isoladas 12 cepas de E. coli a partir das amostras dos mercados e 12 a partir das
amostras da feira. Os genes stx e, bfpA néo foram detectados, porém a presenca
do gene elt foi confirmada em 75 % dos isolados. Foram encontradas cepas
resistentes a sulfazotrim, gentamicina e amoxicilina-acido clavulanico.
Detectaram-se 0s seguintes metabolitos secundarios nos extratos: flavonoide,
tanino, saponina, esteroide, triterpenoide e alcaloide. Os extratos nao
apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma das concentracfes testadas
(1 a 0,12 mg.mL?! e 10 a 1,25 mg.mL?). O consumo de M. guyanensis
comercializado em mercados e na feira em Cachoeira infere riscos para a salude
dos consumidores pela possivel contaminacdo por microrganismos patogénicos,
gue podem ter relacdo com contaminacdo ambiental ou durante o beneficiamento

desses alimentos.

Palavras-chave: Molusco. Bivalve. Sururu. Jaqueira.



ABSTRACT

BARBOSA, C.A. MICROBIOLOGICAL, GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF
Escherichia coli FROM Mytella guyanensis AND SENSITIVITY TO
ANTIMICROBIALS

This work aimed to achieve a microbiological and genotypic characterization of
Escherechia coli from mussel (Mytella guyanensis) and to test its sensitivity to
commercial antimicrobials and extracts obtained from leaf and bark of jackfruit
(Artocarpus heterophyllus Lam.).Three mollusk collections were performed
between December 2015 and January 2016. In each collection, two samples from
markets and two from free market stands were gathered in Cachoeira, Bahia,
Brazil, totalizing 12 samples. Escherichia coli populations were estimated by using
Petriflm™(3M Company) plates (AOAC 998.08). Isolation of Escherichia coli
strains was performed by using eosin methylene blue agar (EMB) and preserved
in 15 % glycerol and brain-heart infusion broth medium (BHI) at -20°C. DNA
extraction from Escherichia coli isolates was carried out by polymerase chain
reaction (PCR), in order to screen for stx, bfpA and elt virulence genes. The
isolates’ sensitivity profile to commercial antimicrobials was determined by disc
diffusion method. In order to determine the sensitivity profile to A. heterophyllus
extracts, leaves and stem barks from were collected and extracts were made by
cold maceration, using methanol and hexane for crude extracts and
dichloromethane and ethyl acetate for partitions of the crude methanolic
extract.Phytochemical screening was performed to detect the presence of
secondary metabolites in extracts. In order to evaluate the sensitivity of E. coli
strains to extracts, broth microdilution methodwas used, aiming to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC). Descriptive statistical analysis was
performed to obtain maximum, median, minimum and analysis of variance
(ANOVA) values, so that the difference between means and the microbiological
counts could be determined. E. coli counts ranged from <1 to 4.0 log CFU.g? for
market samples and <1 to 4.8 log CFU.g* for free market samples. There was a

trend for a significant difference between the means of E. coli counts (p = 0.055)



for market and fair samples.Twelve E. coli strains were isolated from market
samples and twelve from free market samples. stx and bfpA genes were not
detected, but the presence of elt gene was confirmed in 75 % of
isolates.Trimethoprim/sulfamethoxazole, gentamicin and amoxicillin-clavulanic
acid resistant strains were found.The following secondary metabolites were
detected in the extracts: flavonoid, tannin, saponin, steroid, triterpenoid and
alkaloid. The extracts showed no antimicrobial activity at any of the concentrations
tested (1 to 0.12 mg.mL-1 and 10 to 1.25 mg.mL-1). Consumption of M.
guyanensis from markets and free markets at Cachoeira poses risks to
consumers’ health due to possible contamination by pathogenic microorganisms

that can be related to processing or environmental contamination.

Keywords: Mollusc. Bivalve. Mussel. Jackfruit.
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INTRODUCAO

O consumo de moluscos bivalves, como Mytella guyanensis, crus ou
levemente coccionados é realizado com frequéncia em areas do litoral do Brasil,
onde existem condi¢des favoraveis ao desenvolvimento desses moluscos. Por
serem animais filtradores, estes moluscos sao capazes de reter impurezas
presentes na agua e a contaminacdo pode aumentar caso o beneficiamento
desse pescado para comercializacdo e consumo seja realizado de forma
inadequada, o que pode acarretar no surgimento de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA) (PEREIRA et al., 2007; FREITAS et al., 2015).

Entre os anos de 2007 e 2016 foram registrados 6.848 surtos de DTA no
Brasil, oriundos do consumo de agua e ou alimentos contaminados. Destaca-se
gue 0s agentes bacterianos sdo os maiores causadores desses tipos de doencas
e a bactéria Escherichia coli se constitui no agente etiolégico com mais
envolvimento (BRASIL, 2010; BRASIL, 2016).

E. coli € uma bactéria gram-negativa em forma de bacilo, anaerdbia
facultativa e pertencente a familia Enterobacteriaceae. Esse microrganismo
geralmente € um comensal no intestino humano, no entanto algumas cepas de
E.coli adquiriram fatores de viruléncia que as tornaram patogénicas, sendo que
seis dessas indicadas como diarreogénicas: E. coli enterohemorragica (EHEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de aderéncia
difusa (DAEC) (TCHAPTCHET; HANSEN, 2011; FARROKH et al., 2012).

Desta forma é fundamental evitar a multiplicacdo dessas bactérias em
alimentos, como pescado, especialmente moluscos bivalves. Para Costa (2013)
algumas medidas devem ser adotadas, incluindo manutencdo da qualidade
microbiolégica da agua do local de captura, cuidados apos a coleta, manutencao
da higiene adequada no processamento, para que o pescado nao seja um veiculo
de E. coli. A autora também recomenda o consumo do pescado coccionado

adequadamente.
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Além de estar envolvida em casos de DTA, estudos como o de Machado et
al. (2015) tem mostrado a resisténcia de E. coli a antimicrobianos como
ampicilina, amoxicicilina, penicilina, amoxicilina-acido clavulanico, tetraciclina,
acido nalidixico, ciprofloxacina, moxifloxacina, cefalotina, cefoxitina, ceftazidima,
estreptomicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e sulfametoxazol-trimetropim. A
resisténcia bacteriana a antimicrobianos é um problema mundial de saude e
interfere no tratamento de doengas causadas por bactérias (WHO, 2014). Diante
do exposto a presenca de cepas de E. coli em moluscos bivalves representa
riscos para a saude do consumidor (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014).

Tendo em vista que a disseminacdo de microrganismos resistentes é uma
grande ameaca para o tratamento de doencas microbianas (SAVOIA, 2012), a
pesquisa de novos antimicrobianos é necessaria para o enfrentamento dessa
situacdo. Neste sentido compostos naturais extraidos de plantas podem ser
promissores, visto que a literatura relata importante potencial bioativo destes
compostos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Metabdlitos secundarios produzidos por plantas desempenham atividades
contra virus, fungos e bactérias. O estragdo, por exemplo, possui acido caféico
que é eficaz contra virus, fungos e bactérias (OMOJATE et al., 2014). Outra
espécie conhecida pelo seu potencial antimicrobiano é A. heterophyllus,
conhecida popularmente por jaqueira. De acordo com Elevitch e Manner (2006) é
uma planta nativa da india e distribuida no Brasil, sendo encontrada em todas as
regides da Bahia (ROMAIUC NETO et al., 2015).

Estudos tém demonstrado o potencial antimicrobiano de extratos de A.
heterophyllus. Manuel et al. (2012) observaram a atividade antimicrobiana de
extratos de acetona feitos a partir do fruto de A. heterophyllus em uma
concentracdo de 0,375 mg.mL? para Staphylococcus aureus. Sharma, Gupta e
Verma (2013) evidenciaram a atividade antimicrobiana de extratos da casca de A.
heterophyllus frente a S. aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium, Shigella
flexneri, Pseudomonas aeruginosa e E. coli, a concentracéo variou entre 4,2 e 5,9

mg.mL1. Essa planta possui compostos quimicos que podem estar relacionados a
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esse potencial, incluindo alcaloides, flavonoides, tanino. saponina, terpenos e
esteroides (CAVALCANTE et al., 2013).

Nessa perspectiva, o trabalho foi dividido em trés capitulos; no primeiro
capitulo consta a revisdo de literatura que o embasa teoricamente; no segundo
capitulo consta a parte de caracterizacdo microbiolégica de E. coli provenientes
de M. guyanensis e sensibilidade a antimicrobianos comerciais e extratos de A.
heterophyllus; no terceiro capitulo consta a caracterizagdo genotipica dos
mesmos isolados de E. coli.
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CAPITULO 1

Revisdo de Literatura: Estudo da arte sobre contaminacéo de
Mytella guyanensis por Escherichia coli e uso de antimicrobianos

para o controle deste microrganismo
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RESUMO

Mytella guyanensis € um molusco bivalve que tem importancia comercial na
Bahia, sendo fonte de subsisténcia para muitas familias ribeirinhas. Esse é
retrado dos mangues e passa por um beneficiamento artesanal para ser
comercializado. O beneficiamento artesanal nem sempre é realizado em
condicdes higiénico- sanitarias satisfatorias, o que predispde a uma contaminacao
do alimento e risco de desenvolvimento de DTA pelos consumidores, uma vez
que os moluscos geralmente sdo consumidos crus ou mal coccionados. Os
agentes etiolégicos atualmente mais envolvidos em surtos de DTA sdo as
bactérias, dentre estas se destaca E. coli, 0 microrganismo que mais causa DTA
no Brasil. Além de acarretar DTA, E. coli pode apresentar resisténcia a
antimicrobianos. Tendo em vista que a resisténcia bacteriana € um problema de
salde publica, estdo sendo desenvolvidas novas estratégias para enfrenta-la,
como a utilizagdo de extratos de plantas com potencial antimicrobiano, os quais
possuem metabdlitos secundarios que estdo relacionados a essa atividade. O
Brasil € um pais que possui uma grande diversidade de plantas, dentre estas A.
heterophyllus, que tem sido descrita por apresentar atividade antibacteriana. O
uso de extratos de A. heterophyllus frente a bactérias € uma alternativa para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos que possam ter uma acédo contra
patdogenos de importancia clinica, que por vezes apresentam resisténcia aos

antimicrobianos convencionais.

Palavras-chave: Jaqueira. Sururu. Molusco bivalve. Doengas Transmitidas por
Alimentos.
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ABSTRACT

Mytella guyanensis is a bivalve mollusc with commercial relevance in Bahia, being
a source of subsistence for many riverside families. In order to be commercialized,
they are taken from mangroves and undergo through artisanal processing.
However, artisanal processing is not always performed under satisfactory hygienic
and sanitary conditions, generating a risk of food contamination and foodborne
diseases, since molluscs are often eaten raw or undercooked. Currently, most
etiological agents related to foodborne diseases outbreaks are bacteria and,
amongst all bacteria, Escherichia coli stands out as the microorganism that causes
most foodborne illness in Brazil. In addition to causing foodborne diseases, E. coli
may be resistant to antimicrobials. Considering that bacterial resistance is a public
health problem, new strategies are being developed to address it, such as the use
of extracts of plants with antimicrobial potential which have secondary metabolites
that are related to this activity. Brazil is a country with a great variety of plants,
such as Artocarpus heterophyllus Lam., which has been described for its
antibacterial activity.The use of A. heterophyllus extracts against bacteria is an
alternative for the development of new antimicrobials that may have an action
against clinically relevant pathogens, which sometimes present resistance to

conventional antimicrobials.

Keywords: Jackfruit. Mussel. Bivalve mollusc. Foodborne diseases.
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CONSIDERACOES SOBRE Mytella guyanensis

A producdo pesqueira no Brasil alcangou 1,4 milhdes de toneladas em
2011, um incremento de 13,2 % em relagdo ao ano anterior. Neste mesmo ano
31,7 % do pescado nacional foi produzido no Nordeste e a Bahia foi o segundo
estado dessa regido com a maior producdo. Dentro dessa producdo 3 % foram
representados pelos moluscos bivalves (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014).

O aumento da producdo de pescado influenciou no aumento do consumo
desse alimento com uma elevacdo de 5,02 Kg/hab de 1999 para 2011. Esse
panorama demonstra a busca dos brasileiros por uma alimentacado mais saudavel,
tendo em vista as politicas publicas relacionadas a esse tema (SEBRAE, 2015).

Uma importante atividade pesqueira na Bahia é a extracdo de moluscos
bivalves. Moluscos bivalves sdo animais invertebrados aquaticos filtradores, que
possuem concha carbonatada formada por duas valvas; as ostras, berbigdes,
mexilhdes e vieras sdo exemplos de moluscos bivalves (MAPA, 2012). Dentre os
moluscos bivalves com importancia comercial no Brasil estd o sururu da espécie
Mytella guyanensis (Lamarck, 1819) que tem ampla distribuicdo, pois €
encontrado em todo o litoral (PEREIRA et al., 2003).

M. guyanensis (figura 1) pertence ao reino: Animalia; filo: Mollusca; classe:
Bivalvia; subclasse: Pterimorphia; superordem: Mytilida; ordem: Mytiloida;
superfamilia: Mytiloidea; familia: Mytilidae; género: Mytella e espécie: Mytella
guyanensis (BOUCHET; SARTORI; ROSENBERG, 2016).

Figura 1 — Fotografia de Mytella guyanensis

Fonte: Acervo do projeto
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Os moluscos bivalves podem ser extraidos dos manguezais por meio da
mariscagem, sendo esta uma das atividades que garante a subsisténcia de
muitas familias no entorno dos manguezais, além de auxiliar na preservagcdo da
cultura alimentar, esse € um alimento bastante consumido pelo elevado valor
nutricional, apresentando proteina, minerais e &acidos graxos insaturados
(CAMILO et al., 2016; MARTINS; SOUTO, 2006; SOUZA et al., 2013).

Na Bahia, uma importante area de extracdo de bivalves é a Reserva
Extrativista (RESEX) Marinha da Baia do Iguape, e um dos moluscos mais
extraidos é M. guyanensis, que ap0s ser capturado passa por um processo de
beneficiamento artesanal. O processo de beneficiamento desse molusco inclui as
etapas de pré-cocc¢do, desconchamento, acondicionamento em sacos plasticos e
armazenamento para posterior consumo ou venda (BRASIL, 2000; CAMILO et al.,
2016; PENA; FREITAS; CARDIM, 2011).

Existe uma preocupacdo com a etapa de beneficiamento dos moluscos
bivalves, pois hem sempre é realizada em condi¢cdes satisfatorias de higiene e
com técnicas padronizadas que garantam a qualidade do alimento, podendo

trazer riscos para a saude do consumidor (NOBREGA et al., 2014).

Contaminacdo de Mytella guyanensis por bactérias como fator
desencadeante para o desenvolvimento de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA)

De acordo com Pinto e Boehs (2008), M. guyanensis habita regides
entremarés nos manguezais. Esse organismo se alimenta de fitoplancton e
particulas em suspensado presentes na dgua por meio da filtragdo branquial, desta
forma podem ser contaminados pela retencdo de poluentes e microrganismos
(FREITAS et al.,, 2015; PEREIRA et al.,, 2006; PEREIRA et al., 2007). A
contaminacao desses moluscos também pode ser decorrente de falhas durante a
manipulagdo e armazenamento (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2012). A
ingestdo desses moluscos contaminados representa riscos para a saude dos
consumidores (OLIVEIRA et al., 2011).

Evangelista-Barreto et al. (2014) avaliaram a qualidade bacteriologica dos
bivalves Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) e M. guyanensis
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provenientes da Baia do Iguape, Maragogipe, Bahia. Os autores concluiram que
0s moluscos bivalves comercializados na regido do estudo representam riscos
para a saude dos consumidores, por apresentar uma elevada carga microbiana
do grupo coliforme e presenca de Salmonella spp.

Freitas et al. (2015) realizaram avaliacdo da qualidade sanitaria de M.
guyanensis beneficiado em comunidades quilombolas, sendo que a avaliagdo foi
realizada com o sururu desconchado pelas marisqueiras e o sururu desconchado
no laboratério em condi¢des assépticas. Um percentual de 33,33 % das amostras
obtidas ja4 desconchadas apresentaram contaminacdo elevada por
Staphylococcus aureus (acima de 10% UFC.g') e 100 % das amostras
apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos para E. coli (<2,3 x10?
UFC/100g), j& as amostras obtidas com concha e desconchada no laborat6rio, em
conformidade com as boas praticas de higiene, estavam de acordo com 0s
valores recomendados pela legislacao.

O consumo desses alimentos contaminados representa risco de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA), doencas causadas pela ingestao de agua ou
alimentos contaminados por microrganismos, toxinas microbianas ou substancias
guimicas em quantidades suficientes para afetar a saiude do consumidor e que
sao classificadas como infecgcdo, toxinfecgdo, intoxicagdo e intoxicacdo nao
bacteriana (BRASIL, 2010; BRASIL, 2016).

Essa classificacdo das infeccdes depende da forma como a infeccéo sera
causada, sendo a infeccao alimentar provocada pela ingestdo de microrganismos
tais como as bactérias, que possuem a capacidade de invadir tecidos. A
toxinfec¢do causada por toxinas liberadas pelos microrganismos quando ja estao
no trato gastrointestinal, a intoxicacdo alimentar provocada pela ingestdo de
toxinas microbianas pré-formadas no alimento e a intoxicacdo nao bacteriana
causada por um metal toxico, agrotoxico, toxina fungica ou planta venenosa
(BRASIL, 2010).

As DTA sao uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, milhdes de pessoas ficam doentes todos 0s anos e muitos morrem como
resultado do consumo de alimentos contaminados por algum agente infeccioso ou
contaminante. Cerca de 600 milh6es de casos dessas doencas sao registrados a
cada ano e 0s agentes infecciosos sédo responsaveis pela maior parte desses

casos (550 milhdes). Esses agentes causaram aproximadamente 23.000 das
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420.000 mortes, com destaque para Salmonella enterica para 59.000, E. coli
enteropatogénica (EPEC) para 37.000, Norovirus para 35.000 e E.coli
enterotoxigenica (ETEC) para 26.000 mortes (WHO, 2015).

Em estudo realizado por Zhang et al. (2016) foi detectada a presenca de
alguns dos patégenos que estdo envolvidos em casos de DTA, como E. coli, S.
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Vibrio parahaemolyticus, a
partir de amostras de carne defumada, salsicha, carne salgada, camarao, sashimi
e marisco adquiridos em supermercados chineses entre os anos de 2010 a 2013.
De acordo com o0s autores, amostras provenientes de mercados que nao
possuem uma temperatura controlada estdo mais suscetiveis a contaminacédo e o
fato de detectar bactérias em alimentos ja coccionados indica o tratamento
térmico inadequado, contaminacdo pOs-processamento ou contaminagao
cruzada.

No Brasil os agentes etioldgicos mais identificados em surtos de DTA entre
0s anos de 2007 e 2017 foram as bactérias com uma proporc¢éo de 95,9 %, sendo
E. coli a bactéria mais identificada, o que indica que atualmente esse é o
microrganismo mais envolvido em surtos de DTA no pais (BRASIL, 2017).

As DTA de origem bacteriana sdo amplamente difundidas e refletem na
saude e economia. Diante desse panorama, existe uma grande preocupacao e
esforcos tém sido destinados ao estudo das DTA e seus agentes causadores,
principalmente E. coli (ADDIS; SISAY, 2015; NEWELL et al., 2010).

Barbosa et al. (2016) isolaram E. coli patogénica a partir de amostras de
camaréo refrigerado vendidos em mercados de S&o Paulo. Para os autores, 0s
resultados indicam condicbes insatisfatorias de higiene por parte dos
manipuladores, tais como utilizacdo da mesma luva para outras atividades além
da manipulacédo dos alimentos, tocar partes do corpo sem lavagem posterior das
maos, fumar dentro do local de venda, armazenamento de camardes limpos e
inteiros no mesmo local, pesagem dos camarbes e de outros alimentos sem
realizar a limpeza entre um alimento e outro e utilizacao de toalhas de pano.

Dentre as bactérias que assumem importante papel na contaminagdo de
alimentos, aquelas da familia Enterobacteriaceae merecem destaque. A familia
Enterobacteriaceae engloba varios géneros e espécies bacterianas com

caracteristicas comuns, podendo ser destacado o grupo dos coliformes totais
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formado pelos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiela (TEVA
et al., 2009).

Os coliformes totais séo bacilos gram-negativos, anaerébios facultativos e
ndo formam esporos, conseguem fermentar a lactose com formacéo de &cido e
gas a uma temperatura de 35° C, em um periodo de 24 h (MADIGAN et al., 2016).
Dentro do grupo dos coliformes totais existem os coliformes termotolerantes.
Estes continuam fermentando a lactose com producdo de gas a uma temperatura
de 44 a 45,5 °C e o principal microrganismo desse grupo € E. coli, associada
diretamente a contaminacao fecal por ser predominante no trato intestinal de
animais de sangue quente (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SILVA-JUNIOR et al.,
2015).

Este microrganismo faz parte da microbiota do intestino onde s&o
inofensivos, porém alguns sdo patogénicos, por possuir a capacidade de causar
doencas como diarreia ou doengas extraintestinais. Existem seis tipos de E. coli
que podem causar diarreia, divididos em pat6tipos de acordo com seus fatores de
viruléncia, sdo eles: E.coli enterohemorragica (EHEC), EPEC, ETEC, E.coli
enteroagregativa (EAEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC) e E.coli de aderéncia
difusa (DAEC) (CDC, 2015).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

E conhecida também por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), e
verotoxigénica (VTEC). Esse patdégeno é associado a casos de diarreia, colite
hemorragica e sindrome hemolitico-urémica, sendo o sorotipo O157:H7 o mais
associado a doencas em humanos (KARMALLI; GANNON; SARGEANT, 2010).

A viruléncia de EHEC esta relacionada principalmente a sua toxina Shiga,
porém existem outros fatores de viruléncia expressados por esse microrganismo
(FREITAS FILHO et al., 2014; JOHNSON; NOLAN, 2009; YOON, HOVDE, 2008).
A toxina produzida por E. coli O157 pode ser de dois tipos Stx1, parecida com a
toxina do tipo 1 de Shigella dysenteriae e Stx2 que possui homologia de 55-60 %
em relagdo a sequéncia genética. Essa toxina é altamente nociva para as células
humanas, pois se liga ao globotriaosilceramida (Gb3), um receptor da superficie
celular, é internalizada por endocitose e se liga na por¢ao 28S do rRNA, inibindo a
sintese protéica (PENNINGTON, 2010).
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EHEC também pode causar a lesdo attaching and effacing (A/E), para isso
a bactéria se liga a superficie da célula por meio de fatores de adeséo,
posteriormente transloca proteinas efetoras intracelularmente, que garantem a
continuacao da ligacao intima entre a célula bacteriana e a célula do hospedeiro,
causando desarranjos intracelulares e a lesdo A/E na superficie celular
(HARTLAND; LEONG, 2013; WONG et al., 2011).

A patogénese de EHEC também € definida por genes codificados em
plasmideos. O plasmideo pO157 codifica genes que inflluenciam na adesao
bacteriana a células eucaridticas (LIM; YOON; HOVDE,2010).

Para Paula, Casarin e Tondo (2014) prevenir € essencial para evitar a
contaminagao dos alimentos e consequente doenca nos seres humanos. Nessa
perspectiva descrevem a adocdo de medidas como pasteurizacdo do leite,
cloracdo da agua de abastecimento, higienizacdo dos vegetais que devem ser

consumidos crus e cozimento adequado dos alimentos.

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC é um patotipo emergente e subdividido em EPEC tipica e atipica,
sendo 0 segundo tipo 0 mais prevalente e mais importante em surtos de diarreia
endémica em criancas (OCHOA; CONTRERAS, 2011). EPEC tipica €
considerado um importante patdogeno por seus fatores de viruléncia e ligacdo com
doenca grave que pode ser letal (HU; TORRES, 2015). As cepas tipicas sao
aquelas que apresentam o genoétipo A/E e o plasmideo EPEC adherence factor
(EAF) e as estirpes atipicas ndo possuem o plasmideo EAF (GHOSH; ALI, 2010;
SOUZA et al., 2016;TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Desta forma, EPEC causa a lesdo A/E, na qual ocorre a destruicdo das
microvilosidades da borda em escova e utiliza um sistema para translocar
proteinas bacterianas efetoras na célula eucariotica hospedeira, com objetivo de
subversédo dos processos desta mesma célula. Chama-se sistema de secrecéo
T3SS, um importante contribuinte da viruléncia por propiciar as interacdes entre a
intimina bacteriana e o translocated intimin receptor (Tir). Os efetores que séo
translocados nas células pelo T3SS promovem rearranjos no citoesqueleto da

célula hospedeira, modulacdo imunoldgica e também contribuem para a diarréia
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(CLEMENTS et al.,, 2012; CROXEN; FINLAY, 2009; GARMENDIA; FRANKEL,
CREPIN, 2005).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC causa diarreia em lactentes, criancas e adultos que vivem em areas
com saneamento basico precario em paises em desenvolvimento, também pode
causar a diarreia dos viajantes em pessoas que visitam tais paises (CDC, 2014;
ISERI et al., 2011).

Os principais fatores de viruléncia de ETEC séo as proteinas extracelulares
que afetam as células epiteliais do intestino, a toxina termolabil (LT), a toxina
termoestavel (ST) e os fatores de colonizacdo (FCs) que sdo essenciais para a
adesdo das bactérias a mucosa do intestino (OLANIRAN; NAICKER; PILLAY,
2011; TURNER et al., 2006).

ETEC invade e se liga ao epitélio do intestino delgado por meio dos fatores
de colonizagdo, em seguida libera as enterotoxinas (ROUSSEL et al., 2017). As
enterotoxinas se ligam a receptores especificos na superficie celular, sdo
endocitadas e causam desarranjos intracelulares, como elevacdo de mensageiros
adenosina monofostao ciclico (AMPc), guanosina monofostato ciclico (GMPc) que
levardo uma série de reacles e resultado sera a secrecdo de agua e eletrdlitos
para a luz intestinal, levando a diarreia (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004,
RIVERA et al., 2013).

Identificacdo de cepas de Escherichia coli com a utilizagcdo da Reagdo em
Cadeia Polimerase

A identificacdo de diferentes patétipos de E.coli pode ser realizada pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Constitui-se em uma técnica bastante
utilizada para a deteccdo de patdgenos, pois permite a amplificacdo de um
segmento especifico de DNA usando primers especificos, produzindo milhdes de
copias do fragmento que sera posteriormente identificado por técnicas baseadas
no tamanho do peso molecular e na carga do DNA. Durante a PCR ocorre a etapa
de desnaturacdo que permite a separacdo das fitas de DNA, anelamento que

permite a ligacdo dos iniciadores nos locais especificos e extensdo da do DNA
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pela enzima DNA polimerase utilizando nucleotideos. A visualizagcdo dos
produtos da PCR pode ser realizada pela coloracdo do produto do DNA
amplificado com um corante quimico ou marcacao dos iniciadores de PCR ou
nucleotideos com corantes fluorescentes antes da amplificacdo. Para a
visualizacédo dos produtos da PCR o método mais utilizado é a eletroforese em gel
de agarose que separa os produtos com base no tamanho e carga (GARIBYAN;
AVASHIA, 2013).

A técnica de PCR é sensivel, especifica e permite o processamento de um
grande numero de amostras, nessa perspectiva a sua utilizacdo na deteccédo de
bactérias que podem causar DTA é vantajosa (ROJAS-HERREIRA; GONZALEZ-
FLORES, 2006), e auxilia na garantia de um alimento seguro para a populagéo
(WENNING et al., 2014). Além de provocar doencas em seres humanos, cepas
patogénicas de E.coli tem apresentado resisténcia a antimicrobianos, sendo este
um problema mundial de saude (HEIDARY; MOMTAZ; MADANI, 2014).

RESISTENCIA BACTERIANA: um problema social

Os antimicrobianos séo utilizados em infeccbes causadas por
microrganismos e sao classificados de acordo com seu mecanismo de agdo. S&o
exemplos desses medicamentos os -lactdmicos que inibem a sintese da parede
celular (ROMERO et al., 2011). Os inibidores da sintese protéica por sua vez,
relacionam-se com 0s ribossomos, podendo interromper a traducdo e a
transcricdo, como o cloranfenicol e a rifampina. Os que tém agdo como
antimetabolitos blogueiam a sintese de &cido fdélico, como as sulfonamidas.
Antimicrobianos como quinolonas agem na DNA-girase, j& alguns
antimicrobianos, como actinomicina, ligam-se aos pares de bases do DNA, e,
desta forma, inibem a sintese do RNA (MADIGAN et al., 2016).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos € um problema mundial de
saude e ameaca o tratamento de infec¢cdes causadas por esses microrganismos
(WHO, 2014). De acordo com Crofts, Gasparini e Dantas (2017) o ambiente serve
como um reservatoério para a diversidade de genes de resisténcia.

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida (BLAIR et al.,
2015). A resisténcia intrinseca esta ligada a genes presentes nos genomas

bacterianos que podem gerar fendtipos de resisténcia e ocorre na bactéria de
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forma natural (COX; WRIGHT, 2013; DAVIES; DAVIES, 2010). A resisténcia
adquirida, por sua vez, pode ocorrer por mutacédo ou transferéncia horizontal de
genes (HERNANDO-AMADO et al., 2016). A mutacédo vai favorecer a eliminacao
de cepas sensiveis e sobrevivéncia de cepas resistentes, sem a aquisicdo de
material genético por transferéncia. A transferéncia horizontal de genes ocorre
com a aquisicdo de DNA que codifica determinantes de resisténcia e pode ocorrer
por transformacao, transducdo e conjugacdo (MUNITA; ARIAS, 2016). Esses
genes de resisténcia podem ser disseminados rapidamente entre as bactérias
(RASHEED et al., 2014).

Os mecanismos comuns de resisténcia das bactérias aos agentes
antimicrobianos sao: reducao da permeabilidade pela diminuicao ou alteragéo dos
canais de penetracdo de susbstancias na célula bacteriana, as porinas (KUMAR;
SCHWEIER, 2005; REYGAERT, 2016); utilizacdo das bombas de efluxo para
transportar as substancias para o meio extracelular (BAMBEKE; BALZI;
TULKENS, 2000; BLAIR; PIDDOCK, 2016; WEBBER; PIDDOCK, 2003);
modificacdes nos sitios de ligagdo (NABU et al., 2015; ZAPUN; CONTRERAS-
MARTEL; VERNET, 2008), modificacdo ou degradacdo por enzimas (BONNET,
2004; SHAIKH et al., 2015); inativacdo por actilacdo, adenilacdo ou fosforilacdo
(RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; REYGAERT, 2016) e reducdo (SHAIKH et al.,
2015).

Uma grande preocupacdo das autoridades de saude no cenéario da
resisténcia sdo as infec¢cdes causadas por bactérias multirresistentes. Na ultima
década as bactérias patogénicas que apresentam multipla resisténcia a agentes
antimicrobianos aumentaram significativamente e a propagacéo dessa resisténcia
esta relacionada a exposi¢cdo aos farmacos que proporciona a pressao seletiva
necessaria (ROCA et al., 2015).

De acordo com Basak, Singh e Rajurkar (2016) uma cepa € resistente a
multiplas drogas (MDR) quando é suscetivel a um agente antimicrobiano em trés
ou mais categorias. Para esses autores existem outras duas denominacdes
relacionadas a multipla resisténcia, a resisténcia extensiva a drogas (XDR),
definida como a resisténcia de uma cepa a quase todas as categorias de
antimicrobianos, e Pan resisténcia (PDR) que é a cepa resistente a todas as

categorias de antimicrobianos.
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Estudos tém demonstrado a resisténcia de E. coli a antimicrobianos.
Machado et al. (2015) isolaram setenta estirpes de E. coli a partir de doze
amostras de peixes comercializados em Fortaleza e realizaram o teste de
suscetibilidade com 20 antimicrobianos. Os autores perceberam que 100 % das
cepas testadas tiveram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos
testados. Para Paurmand et al. (2017) dentre as estratégias para combater o
problema da resisténcia aos antimicrobianos podem ser citadas: a prescricdo
racional, expansao e implementacado de programas de administracdo antibidtica.
De acordo com Bush et al. (2014) outras estratégias também podem ser utilizadas
para o combate desse problema, como: educacdo publica sobre a resisténcia,
condicbes adequadas de saneamento e maior vigilancia da prescricdo dos
antibiéticos, reavaliacgdo de medicamentos que ja sdo usados nha pratica,
erradicacao do uso indevido dos medicamentos e fornecimento de novas classes
de antimicrobianos. Uma alternativa para a descoberta de novos antimicrobianos
€ a pesquisa com plantas como fontes de compostos ativos (AHMAD; WAJID,
2013).

EXTRATOS VEGETAIS COMO FONTES DE COMPOSTOS ATIVOS

A utilizacdo de plantas para tratar doencas é uma antiga préatica e originou
pesquisas para a extracdo de compostos ativos destes vegetais (SILVEIRA et al.,
2011). Tais compostos derivam do metabolismo secundario das plantas, como
forma principal de protecdo contra agressdes externas, sao sintetizados de forma
restrita e se apresentam em quantidades diferentes a depender da espécie
(GARCIA; CARRIL, 2009), podendo ser sintetizados e guardados em todas ou
partes especificas das plantas (OMOJATE et al., 2014).

Os metabdlitos secundéarios desempenham funcfes de defesa nas plantas
e também agem nas interacdes da planta com o ambiente. Além dessas funcdes,
algumas caracteristicas os definem, tais como ndo possuem interacao direta com
o0 crescimento da planta, geralmente sdo sintetizados a partir de metabdlitos
primérios, possuem distribuicdo diferenciada nas plantas, podem ser toxicos e
também podem apresentar forte efeito biolégico em outros organismos

(FIGUEREDO et al., 2008). As principais familias de metabolitos secundarios séo
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alcaloides, terpenos e compostos fendlicos (FUMAGALI et al.,, 2008; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007).

Os alcaloides sao um grupo diverso, possuem nitrogénio e sao derivados
principalmente dos aminoacidos. Esses metabdlitos secundarios podem ser
encontrados em aproximadamente 20 % das espécies de plantas, desempenham
papel de defesa contra herbivoros e patdgenos. Pela sua potente atividade
biolégica, muitos destes compostos tem sido explorados como farmacos (HUANG
et al., 2016; ZIEGLER; FACCHINI, 2008). Os terpenoides sao derivados de
unidades de isoprenos e classificados de acordo com o0 numero desses
compostos (MOSES et al., 2013). De acordo com Omojate et al. (2014) os
terpenos possuem atividade contra patégenos como bactérias, virus e fungos.

Os compostos fendlicos sdo aqueles que possuem um ou mais anéis
aromaticos e grupos hidroxila. Esses sdo o0s metabdlitos secundarios mais
abundantes nas plantas, e apresentam-se como moléculas individuais ou
polimerizadas. Nas plantas esses compostos estdo envolvidos na defesa contra
radiacao ultravioleta (UV) ou ataque por patdgenos, parasitos e predadores,
também sdo pigmentos que dao cor e estdo presentes em todos os érgdos das
plantas (DAI; MUMPER, 2010).

O metabolismo secundéario das plantas pode sofrer influéncia de fatores
abidticos e bidticos que sdo determinantes para a quantidade de metabdlitos
secundarios produzidos. Os fatores abidticos estédo relacionados a efeitos fisicos
como intensidade de luz, disponibilidade hidrica, temperatura, condi¢cdes de solo,
radiacdo UV e os fatores bidticos a fatores fisiolégicos das plantas ou interacdes
dessas com microrganismos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; PAVARINI et al.,
2012).

Para Radusiene, Karpavisiene e Stanius (2012), dentre os fatores que
podem influenciar nos compostos quimicos das plantas €é dificil definir os fatores
que causam modificagbes em compostos especificos. Os autores avaliaram a
temperatura e intensidade de luz junto com fases de desenvolvimento da planta
no acumulo de compostos bioativos em Hypericum perforatum L. (erva-de-sao
jodo) e os resultados revelaram que a alta temperatura e intensidade de luz tém
influéncia positiva no acumulo de compostos fenélicos na planta estudada.

Gouvea et al. (2012) estudaram a interferéncia da sazonalidade no

conteudo de metabdlitos secundarios de Eremanthus mattogrossensis Less
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(veludo do cerrado) e evidenciaram que na estacdo seca (novembro, dezembro,
janeiro e fevereiro) as quantidades dos compostos foram menores que na estacéo
chuvosa (maio, junho, julho e agosto), pois nesta estacdo a planta apresentou
maiores concentracdes de todas as classes de metabdlitos secundarios.

Zhang e Bjorn (2009) concluiram que radiacdo UV tem relacdo positiva
com o0 aumento das substancias ativas presentes nas plantas. Para os autores
existem explicagbes diferentes para o estimulo da biossintese de alguns
metabdlitos secundérios pela radiagdo UV e essa pode ser uma resposta ao
estresse causado pela exposi¢do, os metabolitos secundarios podem proteger as
plantas da radiacdo, ou a radiacdo pode auxiliar na producdo dos metabdlitos
secundarios.

Fatores bibticos, como danos as plantas causados por herbivoros e
patogenos, podem levar a modificacdes nas plantas e consequentemente alterar
a dindmica das vias de producdo dos metabdlitos secundarios (OLIVOTO et al.,
2017). De acordo com Ogbemudia e Thompson (2014) os metabdlitos
secundarios tém desempenhado papel fundamental na adaptacéo das plantas ao
ambiente, incluindo as mudancas ambientais, diminuicdo das chances de
herbivoria, acdo de patégenos e capacidade de resistir a situacfes de estresse.

Barbieri et al. (2017) inferem que os extratos de plantas sdo uma possivel
fonte para o desenvolvimento de novas drogas, pois estas produzem metabdlitos
secundarios para defesa contra patdgenos e muitos destes apresentam atividade

antimicrobiana.

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos de plantas podem apresentar atividade antibacteriana em
patdgenos sensiveis e resistentes a antimicrobianos comerciais, sobretudo pela
presenca de fitoquimicos (FRIEDMAN, 2015). Estudos como o de Bona et al.
(2013) tem demonstrado essa atividade. Os autores realizaram a pesquisa em
Cascavel (Parana) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos aquosos de
Dendranthema grandiflora Tzvelev (crisantemo); Rosmarinus officinalis L.
(alecrim); Allium sativum L. (alho); Plectranthus barbatus Andr. (boldo); Ruta
graveolens L. (arruda); Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (capim limao); Allium

cepa L. (cebola); Curcuma longa L. (curcuma) e Zingiber officinale Rosc
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(gengibre) frente aos sorovares de Salmonella spp., comumente isolados de
aviarios no Brasil, por meio da metodologia de microdiluicdo. Os autores
evidenciaram que o extrato de alho apresentou o melhor resultado em relacdo a
atividade antimicrobiana, pois os 14 sorovares de Salmonella spp. testados
apresentaram sensibilidade ao mesmo; apenas os extratos de alho e crisantemo
apresentaram atividade bactericida; o extrato de boldo ndo apresentou atividade
antimicrobiana; os demais extratos apresentaram atividade antimicrobiana para
um ou mais dos sorovares testados.

A utilizacdo de folhas e cascas de Myracrodruon urundeuva (aroeira),
Stryphnodendron adstringens (barbatiméo) e Cordia verbenacea (erva-baleeira)
pode se constituir uma alternativa viavel e acessivel para o tratamento de
doencas causadas por bactérias, pois os extratos hidroalcodlicos extraidos das
folhas dessas plantas apresentaram atividade antibacteriana frente a bactéria S.
aureus em concentracdes que variaram de 200 mg.mL*a 500 mg.mL* (PINHO et
al., 2012).

Miranda et al. (2013), em estudo na cidade de Vigosa (Minas Gerais),
avaliaram a atividade antibacteriana de fitoconstituintes de extratos de Gossypium
hirsutum (algodéo); Polygonum hydropiperoides (erva de bicho); Ageratum
conyzoides L. (mentrasto) e Phyllanthus tenellus (quebra pedra) e evidenciaram a
presenca de triterpenoides e esteroides, taninos e flavonoides nos extratos de G.
hirsutum, P. hydropiperoides e P. tenellus que conseguiram inibir o crescimento
de S. aureus nas concentracdes de 200 e 500 mg.mL™.

Pagliarulo et al. (2016) realizaram estudo na Italia para verificar a acéo
antimicrobiana de extrato vegetal em cepas de S. aureus e E. coli. Os autores
testaram o extrato de Punica granatum L. (romd) contra isolados clinicos de
patogénicos dos microrganismos citados e concluiram que o extrato testado
possui atividade antimicrobiana eficaz, evidenciada pela inibicdo sobre a
multiplicacéo de S. aureus e E. coli.

Os mecanismos de atividade antibacteriana de extratos sado pouco
relatados em estudos. Saritha et al. (2015) em estudo com extratos alcodlicos de
Hemidesmus indicus (L.) R. Br. ex Schult, Leucas aspera (Wild.), Plumbago
zeylanica L. e Tridax procumbens (L.) R. Br. ex Schult relataram que os
mecanismos pelos quais 0s extratos exercem a atividade antibacteriana estédo

relacionados com a perturbacdo do potencial de membrana, entrada na célula e
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até vazamento do conteudo celular bacteriano. Para a avaliacdo da atividade de
um composto puro ou extrato in vitro € necessario realizar testes e 0s mais
comuns sdo teste de disco-difusdo em &gar e diluicdo em caldo (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

O método de disco-difusdo € bastante utilizado para a avaliagdo da
atividade antimicrobiana de extratos naturais contra bactérias e fungos. A técnica
consiste na inoculacdo do agar com microrganismo previamente padronizado e
posterior inser¢cdo de discos de papel com uma quantidade da substancia
antimicrobiana a ser testada. O resultado sera observado por meio do surgimento
de um halo de inibicdo que tem seu diametro medido e depois o resultado do
teste € interpretado. A técnica de microdiluicdo por sua vez, € utilizada para
estabelecer a concentracao inibitéria minima (CIM) de diferentes produtos frente a
bactérias e fungos, esta € a menor concentragdo em contato por 24 horas que
mantém ou reduz a viabilidade do indculo (CALVO et al., 2011).

O teste de microdiluicdo em caldo é feito em uma placa de 96 pocgos,
contendo diluicdes de diferentes agentes antimicrobianos e indculo previamente
padronizado. Nesta técnica alguns pocos servem para 0S controles positivo e
negativo (STEPHAN et al., 2005). De acordo com Nasir et al. (2015) o teste de
diluicdo é um teste econbmico e possui resultados que podem ser reproduzidos
razoavelmente, por isso € considerado método de referéncia para testes de
suscetibilidade antimicrobiana in vitro.

No Brasil existe uma grande diversidade de plantas que podem ser
estudadas com ensaios bioldgicos que possam determinar seu potencial
antimicrobiano. Uma planta que tem sido descrita na literatura por apresentar
atividade antibacteriana € A. heterophyllus, no entanto ainda existem poucos
estudos relacionados ao potencial antimicrobiano desta planta (CAVALCANTE et
al., 2013; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; LOIZZO et al., 2010;
MIRANDA et al., 2013).

Artocarpus heterophyllus Lam.
Angiospermas sao plantas vasculares que produzem sementes e possuem

flores como estruturas reprodutivas. Essas plantas sdo encontradas em quase

todos os tipos de habitats e exibem uma grande variedade de formas de vida,
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dentre as quais podem ser citadas arvores, ervas aquaticas submersas, bulbos e
epifitas. Existem aproximadamente 352.000 espécies de angiospermas, sendo
que estas pertencem a 405 familias e 14.559 géneros. A familia Moraceae
pertence ao grupo das angiospermas, possui 40 géneros e 4.877 espécies, A.
heterophyllus é uma dessas espécies (THE PLANT LIST, 2013).

A.heterophyllus (figura 2) é uma planta nativa da india (ELEVITCH; MANNER,
2006), porém pode ser encontrada em todas as regiées do Brasil (DOREA et al.,
2013; ROMANIUC NETO et al., 2015). Essa arvore atinge um tamanho médio de
8-25 metros (m) de altura e 30-80 centimetros (cm) de diametro e possui uma
copa irregular com diametro 3,5-6,7 m que forma uma sombra densa. Quando
injuriada libera um latex branco (ELEVITCH; MANNER, 2006); as folhas s&o
lustrosas, verdes escuras na parte superior e verde pdlido na parte inferior,
dispostas em ramos horizontais ou em espiral ascendentes; as flores estdo
dispostas em inflorescéncias. A planta comeca a florescer e frutificar entre 2-8
anos apos o plantio, a quantidade de flores e frutos aumentam com o crescimento

da &rvore e os frutos amadurecem entre 80 e 160 dias (ORWA et al., 2009).

Figura 2 — Fotografia de Artocarpus heterophyllus Lam.
-

Fonte: Acervo do projeto.
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A. heterophyllus possui sazonalidade especifica, pois se concentra entre 0s
meses de dezembro a abril (SOUZA et al., 2009). O fruto de A. heterophyllus
(jaca) € composto por um sincarpo externo de coloragdo amarelo-marrom, com
apices hexagonais sem rodeios cbnicos que cobrem a parte interna. A parte
comestivel sdo fruticulos de coloragcdo branco-amarelada que cobrem cada
semente, quando madura tem sabor acido-adocicado. A jaca € mantida por um
cilindro fibroso central, apresenta peso de 4,5 - 30 kg, com formato oblongo-
cilindrico e 30-40 cm de comprimento (ELEVITCH; MANNER, 2006).

O fruto (figura 3), possui uma composicdo centesimal de 88 Kcal, 1,4g de
proteina, 0,3 g de lipidios, 22,5 g de carboidrato, 2,4 g de fibras, 11mg de calcio,
40 mg de magnésio, 14 mg de fosforo, 0,4 mg de ferro, 2 mg de sédio, 234 mg de
potassio, 14,8 mg de vitamina C (TACO, 2011). Também contem vitamina A 279
Ul, podendo ser consumida de varias formas, in natura, cozida, seca, em calda,
em saladas. As sementes podem ser consumidas cozidas ou assadas e uma vez
moidas podem servir para a fabricacao de farinha para péaes e biscoitos (BRASIL,
2015; CRANE; BALERDI; MAGIRE, 2002). A partir de A. heterophyllus podem-se
obter alimentos, madeira, forragem, combustivel, produtos medicinais e
industriais, caracteristicas que tornam essa arvore economicamente importante
(ICUC, 2003).

Figura 3 — Fotografia da jaca fruto caracteristico de Artocarpus heterophyllus Lam.
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Fonte: Acervo do projeto Fonte: http://www.si-seeds.com

Loizzo et al. (2010) em estudo no Sri Lanka evidenciaram atividade
antimicrobiana e antioxidante do extrato aquoso, fracdo aquosa e fragdo de
acetato de etila da folha de A. heterophyllus frente a microrganismos patogénicos.
Navarro-Garcia et al. (2012) encontraram importante atividade de extrato de

acetona de A. heterophyllus frente a S. aureus sensivel a meticilina, a CIM foi de
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0,375 mg.mL*. De acordo com Pereira e Kaplan (2013) A. heterophyllus tem acédo
antiinflamatoria, antiglicémica, despigmentante, antioxidante, antiviral e
antiagregante.

Khan, Omoloso e Kihara (2003) realizaram a particAo de extratos
metanodlicos de A. heterophyllus e evidenciaram a presenca de flavonoides,
taninos, alcaloides e saponinas. Ao passo que Cavalcante et al. (2013) realizaram
o screening fitoquimico de extratos hidroalcodlicos das folhas e casca do caule da
mesma planta e evidenciaram a presenca de alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos, terpenos e esteroides. Delphin et al. (2014) realizaram screening
fitoquimico etandlicos da semente de A. heterophyllus e detectaram a presenca
de saponina, tanino, terpenoide e flavonoide.

Diante do exposto, 0 uso de extratos de A.heterophyllus frente a bactérias
€ uma alternativa para o desenvolvimento de novos antimicrobianos que possam
ter uma acao contra patdégenos de importancia clinica, que por vezes apresentam
resisténcia aos antimicrobianos convencionais, sendo este um problema de saude

publica.
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Escherichia coli EM Mytella guyanensis E SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
COMERCIAIS E EXTRATOS DE Artocarpus heterophyllus

RESUMO - Escherichia coli € um importante patégeno humano, responsavel pelo
desenvolvimento de gastroenterites que variam de leve a severa. A sua presenca em alimentos
como o sururu (Mytella guyanensis) é indicativo de contaminacao fecal, sendo, portanto uma
grande preocupacéo. O trabalho objetivou isolar E. coli em amostras de M. guyanensis e testar
a sensibilidade a antimicrobianos comerciais e extratos vegetais das folhas e casca de
Artocarpus heterophyllus Lam. As 12 amostras de M. guyanensis foram oriundas de dois
mercados e dois pontos de venda da feira livre de Cachoeira, Bahia, Brasil, coletadas no
periodo de dezembro de 2015 e janeiro de 2016. A populacdo de E.coli foi estimada pelo
método de contagem rapida Petrifilm ™ (3M Company). O perfil de sensibilidade a
antimicrobianos comerciais e extratos vegetais foi realizado pelo teste de disco-difuséo e
microdiluicdo em caldo, respectivamente. A contagem de E. coli variou entre <1 a 4,0 log
UFC.g? para as amostras dos mercados e <1 a 4,8 log UFC.g* para as amostras da feira.
Houve uma tendéncia para diferenca significativa entre as médias das contagens de E. coli
(p=0,055) para as amostras dos mercados e da feira. Foram encontradas quatro cepas
resistentes a sulfazotrim, uma cepa resistente a gentamicina e uma cepa com resisténcia
intermediaria para amoxicilina-acido clavulanico. Os extratos de A. heterophyllus ndo
mostraram atividade antibacteriana pelo ensaio de microdiluicdo em caldo. O consumo de M.
guyanensis sem boas praticas de manipulacdo e armazenamento adequados representa riscos
para a salde do consumidor, pela possibilidade de estar contaminado por E. coli resistente a

antimicrobianos.

Palavras-chave: Doenca. Suscetibilidade. Resisténcia. Jaqueira.

Escherichia coli IN Mytella guyanensis AND SENSITIVITY TO COMMERCIAL
ANTIMICROBIALS AND EXTRACTS OF Artocarpus heterophyllus
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ABSTRACT - Escherichia coli is an important human pathogen, responsible for the
development of gastroenteritis that can range from mild to severe. Its presence in foods such
as mussel (Mytella guyanensis) is an indicative of fecal contamination and it is, therefore, a
major concern.This work aimed to isolate Escherichia coli in M. guyanensis samples and to
test its sensitivity to commercial antimicrobials and to plant extracts from leaves and stem
barks of Artocarpus heterophyllus Lam. All twelve samples of M. guyanensis were collected
between December 2015 and January 2016, and they all came from two markets and two
stands from a free market in Cachoeira, Bahia, Brazil. E. coli population was estimated by
Petrifilm™ (3M Company) rapid count method. Sensitivity profiles to commercial
antimicrobials and to plant extracts were obtained by disk diffusion method and broth
microdilution, respectively. E. coli count ranged from <1 to 4.0 log CFU.g? for market
samples and <1 to 4.8 log CFU.g* for free market samples. There was a trend for the
significant difference as averages of E. coli counts (p = 0.055) for market and fair samples.
Four trimethoprim/sulfamethoxazole resistant strains, a gentamicin resistant strain and a strain
with intermediate resistance to amoxicillin-clavulanic acid were found .A. heterophyllus
extracts showed no antibacterial activity at the broth microdillution assay. The consumption
of M. guyanensis without good handling and storage practices poses a risk to the consumer's
health due to the possibility of being contaminated by antimicrobial resistant E. coli.

Keywords: IlIness. Susceptibility. Resistance. Jackfruit.

INTRODUCAO

A pesca artesanal € uma importante fonte de renda e subsisténcia para familias
ribeirinhas. Dentre o pescado capturado esta o sururu da espécie Mytella guyanensis (PROST,
2010) e esse pescado € uma excelente fonte de nutrientes (SOARES; GONCALVES, 2012).

No entanto é um alimento que pode ser contaminado no ambiente ou durante a
manipulacdo, sendo veiculo de microrganismos que podem trazer riscos a saude dos
consumidores (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2011). O uso
de boas praticas durante o processamento do sururu pode garantir um produto adequado para

o consumidor. Boas praticas sdo procedimentos que devem ser adotados durante a producéo
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de alimentos, com o objetivo de garantir a qualidade higiénico-saniaria e conformidade dos
mesmos com a legislacdo vigente (BRASIL, 2004).

No entanto, nem sempre essas praticas sao adotadas durante as etapas de processamento
de M. guyanenis, 0 que aumenta 0s riscos de contaminacéo por microrganismos (CAMILO et
al., 2016). Desta forma sdo necessarias estratégias para o monitoramento da qualidade
sanitaria desse molusco e a analise microbioldgica € uma boa ferramenta, destacando-se
Escherichia coli como um indicador de contaminacéo fecal (RAMOS et al., 2010).

E. coli também é um importante agente causal de infec¢es pelo consumo de alimentos
contaminados (NEWELL et al., 2010). Essa bactéria também esta relacionada a casos de
resisténcia a antimicrobianos (RASHEED et al., 2014). A resisténcia bacteriana a
antimicrobianos € um problema mundial de saude e seu enfrentamento requer a busca por
novos agentes antimicrobianos (OMS, 2012).

As plantas tém sido bastante utilizadas na busca de novas solucdes terapéuticas por
possuirem substancias bioativas (BETTEGA et al., 2011). Dentre as plantas estudadas estdo
as do género Artocarpus fonte de compostos de importancia para a medicina. Uma importante
espécie desse género € Artocarpus heterophyllus Lam. (jaqueira) utilizada na medicina
popular como: antitérmico, antisifilis, antiparasitario, bem como para tratamento de: Ulcera,
cicatrizagdo de feridas, anemia, asma, dermatite, diarreia e tosse (JAGTAP; BAPAT, 2010).
A. heterophyllus também tem sido estudada por possuir compostos que exercem atividade
bioldgica contra microrganismos patogénicos para humanos (PAIVA et al., 2010;
SINVAGNANASUNDARAM; KARUNANAYAKE, 2015).

Considerando a escassez de estudos de isolados de E. coli quanto a sensibilidade a
antimicrobianos comerciais e naturais, o trabalho teve como objetivo isolar E. coli em
amostras de M. guyanensis e testar a sensibilidade a antimicrobianos comerciais e extratos de

jaqueira (A. heterophyllus).

MATERIAL E METODOS

As amostras de sururu foram adquiridas no periodo de dezembro de 2015 a janeiro de
2016 no municipio de Cachoeira, Bahia, Brasil, provenientes de quatro comerciantes, sendo
dois de mercados e dois de pontos de venda da feira livre realizaram-se trés coletas
totalizando 12 amostras. Um quilo de sururu M. guyanensis pré-coccionado de cada

comerciante foi acondicionado em saco plastico de primeiro uso devidamente etiquetado e
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transportado sob refrigeracdo para o laboratorio do Nucleo de Pesquisa em Segurancga
Alimentar e Nutricional no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia (UFRB), Santo Antbnio de Jesus, sendo as amostras imediatamente
analisadas.

A populacdo de E. coli foi estimada por meio do método de contagem répida
Petrifilm™ (3M Company), utilizando placas EC (AOAC 998.08). De cada amostra foi
retirada 25 g e adicionada em 225 mL de solucdo salina 0,9 % de NaCl. Esta mistura foi
hogeneizada e foram realizadas diluicdes seriadas até 10°. A contagem das colbnias foi
realizada em contador modelo CP600 Plus (Phoenix®) e os resultados foram expressos em
log UFC.g. Colbnias caracteristicas de E. coli foram purificadas em agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) Kasvi® (SILVA et al., 2007) e preservadas em Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e glicerol a 15 % e acondicionadas a - 20° C (SILVA et al., 2011).

Para a obtencdo dos extratos vegetais foram adquiridas amostras vegetais (folhas e
casca) na Pumba, bairro da zona rural do municipio de Cruz das Almas, Bahia situado na
latitude de 12° 38°53,73"'Sul e longitude de 39° 09°13 "Oeste. As partes da planta foram
coletadas pela manha (7h), acondicionadas em sacos de polietileno de primeiro uso e levadas
ao laboratorio de Fitoquimica do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas
(CCAAB) /UFRB. O método de herborizagdo adotado foi o preconizado por Machado e
Barbosa (2010). A exsicata da espécie foi depositada no Herbario do Recéncavo da Bahia
(HURB) com voucher nimero13781.

O material vegetal (folhas e casca) foi separado, sendo eliminadas as folhas amareladas,
areia e outros contaminantes. Apo6s esse processo, folhas e cascas (1 kg de cada) foram
pesadas em balanca semi-analitica Bel® M503 e secas em estufa com circulacdo de ar
forcado a 40 °C até peso constante. Em seguida, foram pulverizadas em moinho de facas
Fortinox® modelo STAR FT-50 e armazenadas em sacos de papel mantidos em temperatura
ambiente até o momento das anélises (BOMBA et al., 2015).

Apols secagem e trituracdo as folhas e cascas do caule (200 g) foram submetidas a
extragcdo exaustiva por maceragdo a frio com hexano em Erlemeyer durante 72 horas. A
guantidade de solvente colocado sobre o material vegetal foi o suficiente para cobrir a
amostra e os recipientes ficaram armazenados em temperatura ambiente e protegidos da luz
durante a maceracdo. Apos esse periodo, realizou-se a filtragdo em papel de filtro qualitativo e
0s extratos foram concentrados com pressdo reduzida em rotaevaporador Warmnest® RE-
52A a uma temperatura constante de 40 °C, obtendo-se o Extrato Bruto Hexanico (EBH). O

processo foi repetido por trés vezes.
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A mesma amostra vegetal foi submetida a extracdo por maceragédo a frio utilizando o
solvente metanol, realizando-se os mesmos procedimentos para a obtencdo do Extrato Bruto
Metanolico (EBM) (BOMBA et al.,2015). O EBM obtido foi suspenso em metanol e agua,
em seguida foi particionado em funil de separacdo com solventes de polaridade crescente:
diclorometano (CH2CI2) e acetato de etila (AcOEt). Posteriormente, os extratos foram
submetidos a pressdo reduzida por meio da rotaevaparagdo em temperatura constante de 40 °C
e foram obtidas as fracbes de diclorometano e acetato de etila (SEPTAMA;
PANICHAYUPAKARANANT, 2015). Os extratos foram mantidos protegidos da luz em
refrigeracdo até o momento das analises.

A triagem fitoquimica foi realizada para detectar a presenca de flavonoides, tanino,
esteroides/triterpenoide, saponina e alcaloide.

Para a deteccdo de flavonoides, foram adicionados no tubo de ensaio 2 mg do extrato e
dissolvido com 2 mL de metanol, adicionou-se 10 gotas do acido cloridrico concentrado e 0,5
cm de fita de magnésio. A coloracdo marrom, rosa ou avermelhada indica a presenca de
flavonoide. Ja para a deteccdo de tanino adicinou-se no tubo de ensaio 2 mg do extrato que foi
dissolvido em 2 mL de metanol e inseriu-se trés gotas de solucdo alcoolica de cloreto de ferro
(FeClI3). A formagédo da coloracdo verde indica a presenca de tanino (AZEVEDO et al.,
2014).

Para a deteccdo de saponina foram adicionados no tubo de ensaio 2 mg do extrato
dissolvido em 2 mL de metanol, acrescentou-se 5 mL de agua destilada, em seguida agitou- se
vigorosamente. A formacdo de espuma persistente e abundante sobre o aquecimento em

banho-maria por 5 minutos, indica a presenca de saponina (AZEVEDO et al., 2014).

Para identificacdo de triterpenoide e esteroide pelo método de Liebermann-Burchard
foram utilizados 2 mg do extrato que foi dissolvido em 2 mL de metanol, inseriu-se 2 mL de
cloroférmio, e em seguida, 1mL de anidro acético. Agitou-se suavemente e adicionou-se pelas
paredes do tubo 3 gotas de &cido sulfirico concentrado. Um anel castanho é formado na
juncdo de duas camadas e a camada superior verde indica a presenca de esteroide, ja a
formagéo de cor vermelha intensa indica a presenca de triterpenoide (JOSHI; BHOBE;
SATTARKAR, 2013).

Para a identificacdo dos mesmos compostos pelo meétodo de Salkowski foram
adicionados no tubo de ensaio 2 mg do extrato dissolvido em 2 mL de metanol, adicionou-se
3 gotas de acido sulfarico. A cor vermelha indica a presenca de esteroide e a cor amarela
indica a presenca de triterpenoide (JOSHI; BHOBE; SATTARKAR, 2013). Para
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determinacdo de alcaloides, 2 mg do extrato dissolvido em 2 mL de metanol e foi
alcalinizadocom 15 gotas de hidroxido de sédio a 1% e acrescidos de 2 mL de &4gua e 2 ml de
cloroférmio. A fracdo aquosa foi desprezada e a fracdo cloroférmica acrescida de 15 gotas de
acido cloridrico a 1%, e em seguida extraida com 2 mL de &gua. A fracdo cloroférmica foi
desprezada e os testes realizados com a fracdo aquosa &cida, acrescentando-se 3 gotas do
reagente de Drangendorff para a verificacdo da presenca de alcaloides. A formacdo de
precipitado laranja ou laranja avermelhado indica a presenca de alcaloide (AZEVEDO et al.,
2014).

O teste de sensibilidade foi realizado no Laboratério de Anélise de Alimentos e
Ambiental (LABMAA), no (CCAAB), na UFRB. Para a triagem de sensibilidade a
antimicrobianos comercais foi realizado o teste de disco-difusdo. Foram utilizados 24 isolados
de E. coli obtidos de M. gyuanensis e uma cepa padrdo de E. coli enterohemorragica (EHEC)
CDC EDL- 933 como microrganismo teste. Uma cultura recente (24h) foi utilizada para
preparo do indculo bacteriano na concentragdo de 1,5 x 102 UFC/mL, que corresponde a 0.5
na escala de MacFarland, o qual foi ajustado em espectrofotdmetro modelo SP-22
Biospectro® (comprimento de onda de 625 nm e densidade otica de 0,08 a 0,1). O indculo
bacteriano foi semeado com Swab em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton e
posteriormente 0s seguintes discos de antimicrobianos comerciais foram posicionados na
superficie do meio de cultura: amoxicilina-acido clavulanico (30 pg), acido nalidixico (30
pg), gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), imipenem (10 pg), nitrofurantoina (300 pg),
ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 pg) e sulfazotrim (25 pg) (CLSI, 2003a). As placas foram
incubadas a 37 °C/ 24h e os resultados foram interpretados de acordo com os parametros
descritos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005), por meio da medida
dos halos de inibicao.

Para calculo do indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) ndmero de
antimicrobianos que a cepa foi resistente foi dividido pela quantidade de antimicrobianos
testados (KRUMPERMAN, 1983). indice de MAR igual ou acima de 0,2 indica multipla
resisténcia (MACHADO et al., 2015).

Para determinacdo da sensibilidade de E. coli aos extratos vegetais foi utilizado o teste
de microdiluicdo em caldo, visando determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
(CLSI, 2003b). Os microrganismos testes (EHEC CDC EDL-933, E. coli enteropatogénica
(EPEC) CDC 086:H35, E. coli enterotoxigénica (ETEC) ATCC 11105 e o isolado (E9) foram
previamente ativados em Caldo Mueller Hinton (CMH) Kasvi® para preparo da suspenséo de

trabalho. A suspensdo de trabalho foi ajustada em espectrofotdmetro modelo SP-22
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Biospectro®, com comprimento de onda de 625 nm e densidade dtica de 0,08 a 0,1, o que
corresponde a uma suspensdo bacteriana na concentracdo de 1,5 x 108 UFC.mL?. Esta
suspensdo foi diluida em CMH para obtencdo de suspensdo bacteriana de trabalho na
concentragéo de 1,5 x 106 UFC.mL™.

Os extratos foram diluidos em dimetilsuféxido (DMSO) e agua. O controle positivo
utilizado foi gentamicina 140ug.mL™ e o controle negativo foi uma solucdo de DMSO a 10
%. Foram testadas duas solugdes de trabalho diferentes: a primeira teve concentragéo inicial
de 2 mg.mL™* para 0 EBM, fragdo de diclorometano e fragio de acetato de etila e a segunda
solugdo a 20 mg.mL* apenas com o EBM da folha e casca do caule. Todos os extratos foram
esterilizados em membrana de celulose de 0,22 pum. Os demais controles foram: controle de
esterilidade do meio de cultura, controle de viabilidade do microrganismo, controle de
esterildade dos extratos e fracGes.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS)® versdo 23.0. Foi realizada analise descritiva dos dados

microbiologicos e andlise de variancia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de E.coli variou entre < 1 a 4,0 log UFC.g* para as amostras dos mercados
e <1 a 4,8 log UFC.g ! para as amostras da feira. A minima, mediana e maxima esto
dispostas na figura 1.

i A 48 B

Log UFC. g !

Mercados Feira livre

Figura 1. Populagdo de Escherichia coli (log UFC.gt) em amostras de Mytella guyanensis
provenientes de mercados (A) e pontos de venda da feira livre (B) em Cachoeira entre os

meses de dezembro de 2015 e janeiro de 2016.
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As contagens de E. coli apresentaram média 1,8 (+ 1,3) para as amostras dos mercados e
3,5 (£1,4) para as amostras da feira. Houve uma tendéncia para diferenca significativa entre as
médias das contagens de E. coli (p=0,055) para as amostras dos mercados e da feira. A
legislacio brasileira estabelece para coliformes a 45° C 1,7 log UFC.g™* (BRASIL, 2001), que
tem como principal representante a bactéria E. coli. No presente estudo 33,3 % das amostras
do mercado e 83,3 % das amostras da feira estavam inconformes com a legislagéo,
representando um total de 58,3 % de inconformidade.

A presenca de E.coli acima dos niveis permitidos pela legislacdo nas amostras de
analisadas é preocupante. De acordo com Farias et al. (2010) a presenga de patogénos em
moluscos bivalves indica um comprometimento das condicBes higiénico-sanitarias dos
moluscos e também do ambiente. Para Souza et al. (2015) a presenca de E. coli acima dos
limites permitidos pela legislacdo indica riscos de desenvolvimento de Doengas Transmitidas
por Alimentos (DTA).

A maior contaminagdo nas amostras da feira livre infere a importancia do
armazenamento congelado para propiciar a qualidade satisfatéria dos bivalves consumidos
pela populacdo. De acordo com Ferreira et al. (2014) as condi¢cdes do armazenamento Sao
fundamentais para evitar a multiplicacdo microbiana e garantir a qualidade do pescado. Para
Obemeata, Nnenna e Christopher (2011) o congelamento proporciona um ambiente improprio
para a multiplicacdo e sobrevivéncia de microrganismos no pescado.

Nascimento et al. (2011), em estudo realizado com moluscos bivalves desconchados e
com concha em Aracaju, encontraram contaminacdo acima dos limites permitidos nas
amostras adquiridas desconchadas e ndo encontraram contaminagdo nas amostras em que foi
realizado desconchamento em condi¢fes higiénico-sanitarias satisfatdrias. Desta forma a
contaminacdo encontrada nas amostras de sururu analisadas no presente estudo pode ter
provindo da manipulacdo inadequeda. Mafra et al. (2016) inferem a necessidade de uma
maior atencdo na area da seguranca alimentar relacionada a bivalves, pela presenca de
contaminagdo nos mesmos.

Foram adquiridos 12 isolados de E. coli a partir das amostras dos mercados e 12 a partir
das amostras da feira e os isolados adquiridos foram testados junto com uma cepa padrdo
totalizando 25 cepas. Dessas cepas de E. coli testadas 16 % foram resistentes a sulfazotrim,
4% foram resistentes a gentamicina e 4 % apresentaram resisténcia intermediaria a
amoxicilina-acido clavulanico. Observou-se que 100 % das cepas foram sensiveis a acido
nalidixico, ceftazidima, ceftriaxona, cloranfenicol, imipenem e nitrofurantoina conforme
tabela 1.



61

Tabela 1. Perfil de sensibilidade de cepa padrdo de EHEC CDC EDL-933 e isolados de
Escherichia coli provenientes de sururu Mytella guyanensis oriundo de mercados e de pontos

de venda da feira livre de Cachoeira, Bahia, Brasil.

Antimicrobiano HRmm HImm HSmm R% 1% S%
Ceftazidima (30 pg) <14 15-17 >18 0 0 100
Ceftriaxona (30 ug) <13 14-20 >21 0 0 100
Cloranfenicol (30 pg) <12 13-17 >18 0 0 100
Imipenem (10 ug) <13 14-15 >16 0 0 100
Nitrofurantoina (300 pg) <14 15-16 >17 0 0 100
Gentamicina (10 ug) <12 13-14 >15 4 0 96
Sulfazotrim (25 ug) <10 11-15 >16 16 0 84
Amoxicilina-acido <13 14-17 >18 0 4 96
clavulanico (30 ug)

Acido nalidixico (30 pg) <13 14-18 >19 0 0 100

HR mm =padrdo de halo resistente em milimetros, HI mm= padrdo de halo de resisténcia
intermediaria em milimetros, HS mm= padréo de halo de sensibilidade em milimetros, R %=
cepas resistentes em percentual, | %= cepas que apresentaram resisténcia intermediaria em
percentual, S %= cepas sensiveis em percentual.

Foram encontradas seis isolados resistentes aos antimicrobianos comerciais: E2,
E4,E9,E10,E11 e E14, destes, dois foram oriundos de amostras dos mercados e dois de
amostras da feira resistentes a sulfazotrim, um isolado provindo das amostras de mercado
resistente a gentamicina e um isolado de amostras da feira apresentou resisténcia
intermediéria a amoxicilina-acido clavulanico.

De acordo com Vernaz et al. (2011) o sulfazotrim ndo é um antimicrobiano indicado no
tratamento empirico de algumas infeccGes bacterianas pela taxa de resisténcia descrita. Tendo
em vista que o maior percentual de resisténcia no presente estudo foi para esse medicamento,
deve-se ter cautela ao utilizar esse antimicrobiano como primeira escolha no tratamento de
infeccbes causadas por E.coli, tendo em vista que algumas cepas podem apresentar
resisténcia.

A gentamicina € um antimicrobano usado a curto ou longo prazo para o tratamento de
infeccOes graves, no entanto, seu uso pode ser associado a uma significativa toxicidade
(AVENT et al., 2011). Foi detectada a presenca de uma cepa resistente a esse antimicrobiano
no presente trabalho, o que infere a necessidade de pesquisas em relacdo a resisténcia de
E.coli a esse medicamento.

Na préatica clinica a associacdo do acido clavulanico a amoxicilina é uma estratégia
comumente utilizada para evitar a degradacdo da amoxicilina pelas por enzimas bacterianas.
(JAFRI et al., 2014). De acordo com Silley (2012) quando um microrganismo apresenta

resisténcia intermediaria uma infeccdo causada pelo mesmo pode ser tratada de forma
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adequada, quando existe a possibilidade de utilizar uma dose mais elevada. Diante do
exposto, infere-se a necessidade da pesquisa para deteccdo de cepas de E.coli que apresentam
esse tipo de resisténcia ao medicamento, para que o tratamento seja realizado de forma
correta.

A resisténcia a antibacterianos é um grave problema de saiude (ROCA et al., 2015) e ndo
€ uma ameaca apenas para o setor da salde propriamente dito, impacta também nos setores
politico, econdmico, bioldgico e social (BALSALOBRE; DROPA; MATTE, 2014). Nessa
perspectiva, 0s achados de bactérias resistentes provenientes de moluscos bivalves reforcam a
necessidade de praticas adequadas durante todas as etapas do processamento destes moluscos,
visando evitar a disseminacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos. Para Ryu et al.
(2012) existe a necessidade de uma vigilancia constante relacionada a bactérias resistentes a
antimicrobianos provenientes de pescado visando a garantia da seguranca do mesmo.

Os moluscos bivalves podem ser contaminados por bactérias resistentes no proprio
ambiente aquatico (GRESVKOTT et al., 2017) durante ou ap6s o processamento (VERREAS
et al.,, 2013). Para Wellington et al. (2013) a contaminacdo da agua, alimentos e do meio
ambiente por bactérias resistentes ajuda na propagacdo desses microrganismos. De acordo
com Rasheed et al. (2014) a resisténcia bacteriana pode se espalhar rapidamente na
comunidade pela transferéncia de genes codificados por plasmideos. Nenhum dos isolados
apresentou multipla resisténcia aos antimicrobianos.

Tendo em vista a grande preocupacao com a resisténcia bacteriana, estudos com plantas
tém sido desenvolvidos na busca por substancias com potencial antimicrobiano, uma vez que,
muitas plantas tém demonstrado potencial antimicrobiano contra microrganismos resistentes
aos antimicrobianos comumente utilizados (ABDALLAH, 2011). No presente trabalho foram
desenvolvidos extratos de A. heterophyllus para a verificacdo da atividade antimicrobiana.

O rendimento obtido no preparo dos extratos foi 2,49 g de EBH, 11,1 g de EBM da
folha e 0,43 g de EBH, 2,50 g EBM da casca. A partir das partices obtiveram-se: 0,43 g de
extrato de diclorometano e 0,28 g de extrato de acetato de etila da folha e 0,14 g de extrato de
diclorometano e 0,03 g de extrato de acetato de etila da casca.

A anélise fitoquimica mostrou a presenca de metabolitos secundarios nos extratos,

conforme tabela 2.
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Tabela 2. Triagem fitoquimica para deteccdo de metabolitos secundarios nos extratos
vegetais das folhas e casca de Artocarpus heterophyllus Lam.

Compostos Folha Casca

EBH EBM EBH EBM
Flavonoide - + - -
Tanino - + + +
Saponina - + - +
Esteroide (LB) + + - +

Triterpenoide (LB) - - - -
Esteroide (S) - - - -
Triterpenoide (S) - - + -
Alcaloide - - + -

- negativo, + positivo, EBM- Extrato Bruto Metandlico, EBH-Extrato Bruto Hexanico,
LB=Liebermann-Burchard, S= Salkowski.

Muitos estudos estdo sendo realizados com os metabolitos secundarios das plantas que,
pois esses compostos demonstram importantes atividades biologicas, uma delas é a atividade
antimicrobiana (COMPEAN; YNALVEZ, 2014). Esta atividade tem sido demonstrada por
diferentes metabolitos secundarios, tais como flavonoides (KUMAR; PANDEY, 2013),
tanino (SAAD et al., 2012), saponina (GACCHE; SHAIKH; PUND, 2011), esteroides,
triterpenoides e alcaloides (ADUOL; OGILA; JOHN, 2014).

N&o foi evidenciada a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos de A.heterophyllus
no presente estudo. Esse resultado difere dos encontrados por Sinvaganasundaram e
Kurunanayake (2015) que revelaram a existéncia de atividade antibacteriana de extratos de A.
heterophyllus frente a cepas de E. coli. Essa atividade também foi demonstrada em estudo
realizado no distrito de Colombo Sri Lanka, no qual foram testados extratos da folha de A.
heterophyllus frente a cepas de E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium,
Salmonella enterica, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e S. aureus, por meio de testes de
difusdo em agar e macrodiluicdo em caldo. Todos os extratos foram capazes de inibir a
multiplicacdo dos microrganismos no teste de difusdo em &gar na concentragdo de 125
mg.mL* com excecdo de Bacillus cereus. As CIM variaram entre 221,9 pg.mL-1 e > 1000
pg.mL-1 (LOIZZO et al.,2010).

Esse resultado pode estar relacionado a fatores bioticos e abioticos que inteferem na
qualidade e quantidade dos metabolitos secundarios (SAZKIEL; PACZOWSKI; HENRY,
2011), pois essas substancias sdo sintetizadas para a adaptagdo a tais fatores (MEDEIROS et

al., 2013; NEILSON et al., 2013). Também pode ocorrer o0 antagonismo entre
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metabdlitos secundarios presentes em um extrato vegetal, isso causa a redu¢do da atividade do
mesmo (MILUGO et al., 2013).

CONCLUSAO

A presenca de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos comerciais oriundas de
M. guyanensis comercializados em mercados e na feira livre de Cachoeira infere
contaminacdo ambiental e/ou contaminagdo pela manipulagcdo inadequada do alimento. O
consumo de M. guyanensis sem armazenamento adequado e boas praticas de manipulacéo
representa riscos para a saude do consumidor.

Os extratos de A.heterophyllus ndo foram eficazes contra as cepas de E.coli testadas, o
que pode indicar a inatividade dos compostos quimicos presentes nos extratos, quantidade
insuficiente de substancias com agdo antibacteriana que podem ter sofrido influéncia de

fatores biéticos e abioticos.
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RESUMO

O isolamento de Escherichia coli a partir de alimentos € uma grande preocupacao, pois cepas
patogénicas desta bactéria podem causar desde diarreia até sindrome hemolitico-urémica.
Diante do exposto, 0 objetivo do trabalho foi pesquisar genes de viruléncia em isolados de
Escherichia coli provenientes do sururru Mytella guyanensis comercializado na cidade de
Cachoeira, Bahia, Brasil. As amostras foram adquiridas de quatro comerciantes, sendo duas
de mercados e duas em pontos de venda na feira livre da cidade de Cachoeira, acondicionadas
em caixas isotérmicas com gelo reutilizavel e transportadas até o laboratério para a analise.
Apbs a andalise microbioldgica, as cepas de Escherichia coli foram isoladas em agar Eosina
Azul de Metileno e preservadas em caldo Brian Heart Infusion e glicerol a 15 % e mantidas a
- 20° C. A identificagdo dos genes de viruléncia nas cepas isoladas foi realizada utilizando

primers especificos por meio da Rea¢do em Cadeia da Polimerase. Foram obtidos 24 isolados
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de Escherichia coli, destes a prevaléncia do gene elt, caracteristico de Escherichia coli
enterotoxigénica, foi de 75 % dos isolados. Ndo houve a deteccdo dos genes stx e bfpA nos
isolados, os quais sdo prevalentes nas cepas de Escherichia coli enterohemorréagica e
Escherichia coli enteropatogénica, respectivamente. A presenca do gene elt relacionado a
viruléncia de Escherichia coli nos isolados de Mytella guyanensis revela a necessidade da
melhoria no processamento, incluindo boas praticas de manipulagdo, armazenamento
adequado e cocgao previa ao consumo, visando a garantia da satde do consumidor.
Palavras-chave: Molusco bivalve. Coliforme termotolerante. Viruléncia. PCR.

ABSTRACT

Isolation of Escherichia coli from food is a major concern, as pathogenic strains of these
bacteria can cause from diarrhea to hemolytic-uremic syndrome. In light of this, this study
aimed to investigate virulence genes in Escherichia coli isolates from mussel (Mytella
guyanensis) commercialized in Cachoeira, Bahia, Brazil.The samples were purchased from
four merchants, two from markets and two at points of sale in the free market of the city of
Cachoeira, packaged in isothermal boxes with reusable ice and transported to the laboratory
for analysis. After microbiological analysis, Escherichia coli strains were isolated in eosin
methylene blue agar, preserved in brain-heart infusion medium and 15 % glycerol and stored
at - 20°C. Identification of the virulence genes in the isolated strains was performed using
specific primers by means of the Polymerase Chain Reaction. Twenty-four Escherichia coli
isolates were obtained, in which there was a prevalence of the elt gene, typical from
enterotoxigenic Escherichia coli, in 75 % of the isolates. No stx and bfpA genes,prevalents in
enterohemorragic and enteropathogenic Escherichia coli, respectively, were found. Presence
of elt virulence related gene in Escherichia coli in Mytella guyanensis isolates reveals the
need for improvement in food processing, including good handling practices, adequate storage

and cooking before consumption, in order to ensure consumer’s health.
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Introducéo

Escherichia coli ¢ uma bactéria que pode ser comensal ou causar uma diversidade de
infeccbes em humanos e animais (Backer, 2014). As cepas de E. coli que causam infeccdes
intestinais sdo chamadas de diarreogénicas e divididas em seis patotipos: E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia
difusa (DAEC) (Croxen e Finlay, 2010).

Para desencadear a infeccdo, as bactérias possuem diferentes fatores de viruléncia, tais como
toxinas e mecanismos de adesdo as células (Croxen e Finlay, 2010; Chandra et al. 2013).
Dentre as toxinas destacam-se a toxina Shiga (STX) produzida por EHEC (Obrig, 2010) e
codificada pelo gene stx (Mauro e Kouldelka, 2011) as toxinas termolabil (LT) e termoestavel
(ST) produzidas por ETEC (Begum et al. 2014) e codificadas pelos genes elt e est,
respectivamente (Manzoor et al. 2015) e os mecanismos de aderéncia das bactérias as células
que estdo associados a EPEC (Mainil e Daube,2005), como o bundle-forming pilus (BFP) tipo
IV que tem sua principal subunidade estrutural codificada pelo gene bfpA (Contreras et al.
2010; Teixeira et al. 2015).

Tendo em vista 0s danos que cepas patogénicas de E. coli podem causar, existe uma grande
preocupacdo com a presenca de estirpes desse microrganismo em alimentos, tais como o
pescado (Costa, 2013). De acordo com Zhao et al. (2014) existe uma alta prevaléncia de
doencas causadas pelo consumo de alimentos contaminados em paises em desenvolvimento e
a deteccdo dos agentes contaminantes € uma etapa importante para o desenvolvimento de
estratégias de prevencdo. Um método bastante utilizado para detec¢do de patdgenos humanos

que sdo veiculados pelo consumo de alimentos contaminados é a Reacdo em Cadeia da
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Polimerase (PCR), essa técnica é baseada na amplificacdo de regides especificas do DNA
utilizando primers especificos e apresenta alta sensibilidade.

Estudos com o objetivo de caracterizar genotipicamente isolados bacterianos presentes no
sururu Mytella guyanensis comercializado sdo escassos, desta forma, este trabalho visa
pesquisar genes de viruléncia em isolados de E. coli provenientes de sururu M. guyanensis
comercializado na cidade de Cachoeira, Bahia, Brasil.

Material e métodos

Amostragem

As amostras de M. guyanensis foram adquiridas de quatro comerciantes de Cachoeira (Bahia),
sendo dois pontos de venda oriundos da feira livre e dois de mercados, no periodo de
dezembro de 2015 a janeiro de 2016. Foi comprado um quilo de sururu de cada comerciante.
As amostras (1kg) foram acondicionadas em sacos plésticos de primeiro uso, devidamente
identificadas e transportadas em refrigeracdo para o Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Seguranca Alimentar e Nutricional do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Recdncavo da Bahia em Santo Antdnio de Jesus, sendo imediatamente analisadas.
Isolamento das cepas

As populagtes de E. coli foram estimadas pelo método de contagem rapida petrifilm ™ (3M
Company), utilizando placas EC (AOAC 998.08). De cada amostra foram retirados 25 g e
adicionados em 225 mL de solucdo salina a 0,9 % de NaCl. Esta mistura foi homogeneizada
em stomacher por 30 segundos e diluidas em série (102 e 107°). As amostras foram
plagueadas e incubadas a 35 + 1° C por 24 + 2h (Silva et al. 2007).

Purificacdo das cepas

Colobnias caracteristicas de E. coli (azuis com bolhas de gas) foram retiradas com uma alca de
platina e repicadas em agar Eosina Azul de Metileno (EMB) Kasvi® e incubadas a 35 + 1° C

por 24 + 2 h. Uma coldnia caracteristica (negra com brilho verde metélico) isolada de cada
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placa foi transferida para Caldo Brain Heart Infusion (BHI) Kasvi® e incubada a 35 £ 1° C
por 24 £ 2 h (SILVA et al., 2007). Os 24 isolados foram preservados com glicerol a 15 %
conservados a - 20° C (SILVA et al. 2011).

Extracdo de DNA e Técnica de PCR

A extracdo de DNA e técnica de PCR foram realizadas de acordo com metodologia adaptada
de Silva et al. (2011), assim, realizou-se a padronizacdo previa dos testes de PCR para 0s
genes em estudo, cujo melhor desempenho foi alcangado conforme descrito na tabela 1. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Amplitherm® TX96 Plus

conforme condicdes descritas na tabela 2.

Tabela 1 - Componentes utilizados para a amplificacdo dos genes stx, elt e bfpA na Reagéo

em Cadeia da Polimerase

Componentes Volume Concentragéo Volume Concentracéo
stx e elt Final bfpA Final
stx e elt bfpA
Agua miliQ estéril 15,2 L - 16,05 pL -
10XPcr buffer SpuL 2X 2,5 L 1X
10 mM dNTP mix 0,5 uL 0,2mM 0,5 uL 0,2mM
50 mM MgCI2 1,5puL 3Mm 0,75 puL 1,5mM
Iniciador direto 0,8 uL 0,8pmol 1puL 1pmol
Iniciador reverso 0,8 uL 0,8pmol 1L 1pmol
Tagq DNA polimerase 0,2 pL 2U 0,2 puL 2U
DNA molde 1puL - 3 uL -

25 uL - 25 uL -
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Tabela 2. Sequéncia de primers, tamanho do fragmento amplificado e condicOes para a

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Gene/sorotipo Sequéncia de primer 5°- 3’ Tamanho do Condigdes da PCR
fragamento
(pb)
Stx/EHEC TTT ACG ATA GAC TTC TCG AC CAC 227 5 min 94°C/35 ciclos de
ATATAAATT ATT TCG CTC 1 min 94°C, 3 min 48°C
e 4 min 72°C/10 min
72°C
elt/ETEC GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC CCG 696 5 min 94°C/30 ciclos de
AAT TCT GTT ATA TAT GTC 1 min 94°C, 1 min 56°C
e 1 min 72°C /10 min
72°C
bfpA/EPEC AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC GCC 330 5 min 94°C/29 ciclos de
GCT TTA TCC AAC CTG GTA 30 seg 94°C, 1 min 56°C
e 2 min 72°C/10 min
72°C

Fonte: Silva et al., 2011

Os produtos da PCR amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2 %
em sistema de eletroforese horizontal para a visualizagdo das bandas, utilizando como
marcador de tamanho o peso molecular de 50pb. A corrida por eletroforese foi realizada com
fonte digital GSR® 200STD considerando o0s seguintes pardmetros, previamente
padronizados: 80V, 80min, 200mA para os genes stx e elt e 70v, 100min, 200mA para 0 gene
bfpA. Utilizou-se o corante de corrida Loading Dye 6X Promega® juntamente com SYBR
Green Life Technologies® para visualizacdo dos produtos de PCR em fotodocumentador
ultravioleta Loccus L-PIX.

Resultados

Os resultados mostraram amplificacdo do gene elt caracteristico de ETEC, em 75% dos
isolados de E.coli. Destes, 50% foram provenientes das amostras isoladas de sururu coletados
em mercados e 50% provenientes das amostras de sururu coletadas em pontos de venda da
feira livre. N&o foi observada a amplificacdo de bandas dos genes stx e bfpA, caracteristicos

de cepas de EHEC e EPEC, respectivamente.
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Discussao

A presenca de E.coli em pescado tem uma relagdo com a qualidade higiénico-sanitéaria dos
mesmos, uma vez que essa bactéria indica contaminacdo fecal (Dutta et al. 2015). Em alguns
alimentos podem estar presentes cepas patogénicas dessa bactéria, como demonstrado no
presente estudo pela expressdo do gene elt, caracteristico de ETEC.

Kambire et al. (2017) realizaram estudo para a deteccdo de patétipos de E.coli em amostras
de agua, sedimento, peixe e caranguejo, detectaram ETEC como o patétipo mais prevalente
nas amostras de agua, sedimentos e caranguejo.

De acordo com Anand et al. (2016) ETEC é um pat6tipo que causa diarreia pela liberagdo de
enterotoxinas potentes. Uma delas é a LT que é codificada pelo gene elt. Shahrokhi et al.
(2011) mostraram em estudo que a producgdo de LT e ST em cepas de ETEC esta equiparada,
porém algumas cepas podem produzir apenas uma das enterotoxinas.

Para Johnson et al.(2009) a producédo de LT auxilia na colonizagdo das células do hospedeiro.
As interagbes de LT com a célula hospedeira resulta na ativa¢do constitutiva de adenilato
ciclase e producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), a elevacdo intracelular deste
componente leva a ativacdo da proteina quinase A dependente de AMPc, esta fosforila o
dominio R do regulador de condutancia transmembranar da fibrose cistica. A entrada de
cloreto e efluxo de &gua na luz intestinal levam a diarreia aquosa. Dubreuil et al. (2016)
relatam que LT utiliza os componentes da célula para exercer seu efeito toxico.

Cepas patogénicas de E. coli representam uma grande preocupacdo para a saude publica,
sobretudo por seu grande potencial de disseminacdo em diferentes fontes, sendo os alimentos
um importante veiculo desse microrganismo (Croxen et al. 2013). Isso infere um grande risco
pelo consumo de alimentos crus ou parcialmente coccionados, como é usualmente consumido
Mytella guyanensis (Santiago et al. 2013). Tendo em vista que a LT de ETEC pode ser

inativada com o aquecimento a 60 °C por 10 min (Takeda, 2011), o consumo desses alimentos
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coccionados é fundamental. Para Santos et al. (2014) esse tratamento € indispensavel para a
garantia das condicGes sanitarias do produto final.

Carvalho et al. (2016) mostraram que a deteccdo de bactérias patogénicas em pescado é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias que garantam a qualidade destes para 0s
consumidores.

A presenca de genes relacionados a viruléncia de E.coli, nos isolados de M. guyanensis revela
a necessidade da melhoria no processamento, incluindo boas préticas de manipulagéo,
armazenamento adequado e cocgdo previa ao consumo, visando a garantia da saude do
consumidor, tendo em vista que a coc¢do mantem a qualidade microbioldgica do alimento e
pode inativar a toxina termolabil de ETEC.
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CONSIDERACOES FINAIS

Determinar a qualidade higiénico-sanitaria de moluscos bivalves, como M.
guyanensis, € fundamental, tendo em vista o seu habito de animal filtrador capaz
de reter microrganismos do ambiente. Esse molusco passa por um processo de
beneficiamento que nem sempre € eficaz para garantia da qualidade
microbiolégica, também pode ser contaminado durante o0 processo de
beneficiamento pela manipulacdo inadequada.

A presenca de E. coli em alimentos indica contaminacgéo fecal. A presenca
de genes de viruléncia em isolados de E. coli provenientes de M. guyanensis
mostra que 0S microrganismos presentes nesse alimento podem ser capazes de
desenvolver infeccdes graves, jA que se trata de um gene associado a uma
enterotoxina potente de ETEC, sendo as caracteristicas da doenga diarreia
aquosa que leva a desidratacdo, em popula¢cdes mais vulneraveis como criangas
esse tipo de infeccdo pode ser fatal. A deteccdo de E. coli resistente a
antimicrobianos nesse alimento € um indicativo que da necessidade do
beneficiamento correto deste molusco, visando evitar a disseminacdo dessas
bactérias comunidade.

O uso de extratos de plantas como antimicrobianos tem sido relatado na
literatura pela presenca de metabolitos secundarios que garantem o efeito
biolégico desses. Apesar dos extratos de A. heterophyllus ndo terem apresentado
atividade contra as cepas de E.coli testadas, sua atividade antimicrobiana nao
pode ser descartada, uma vez que foi detectada a presenca de metabolitos
secundarios. Essa falta de atividade pode estar relacionada a fatores como:
época de coleta, horério da coleta, extracdo ou mesmo a quantidade insuficiente
de compostos biativos nos extratos.

S&0 necesséarias acbes que assegurem a qualidade microbiolégica do
sururu M. guyanensis comercializado em Cachoeira, para diminuir a
contaminagao por E. coli nesse alimento e os riscos do desenvolvimento de DTA

nos consumidores.



