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RESUMO

A resisténcia microbiana a antibidticos € um problema de saude puablica, causando
danos significativos a salde da populacdo. Além disso, existem implicagdes no ambito
politico e econdbmico. Em meio a sociedade existem consequéncias as acfes antropicas,
mesmo as mais sutis, que contribuem para a resisténcia de agentes microbianos. Dentre eles
estdo: 0 uso inconsciente de antibidticos, a prescricdo incorreta, a disseminacdo de micro-
organismos entre a populacdo mundial, o incentivo a automedicacdo e a falta de acesso a
saneamento basico. Neste sentido, a relacdo entre micro-organismos e seres humanos pode se
tornar extremamente danosa, pois ocorre uma facilitacdo na formacéo e desenvolvimento de
biofilmes prejudiciais. Comunidades de micro-organismos produzem essa estrutura de
biofilme para adesdo a uma superficie, que por sua vez se expande até alcancar a maturacgdo e
posteriormente a dispersdo. A formacéo do biofilme tem como objetivo a protecdo de fatores
externos e a relacBes simbidticas, propiciando o fluxo de troca de genes e consequente
aumento de resisténcia para sobrevivéncia. Diversos trabalhos tém sido publicados sobre a
resisténcia a agentes antimicrobianos e a formagéo de biofilme. Os impactos causados por
ele, bem como consequéncias e formas de retencdo e prevencdo dos biofilmes serdo
analisados para ampliar a compreensao da minimizacao dos danos causados. Serdo utilizados
como objeto de estudo os biofilmes da bactéria Escherichia coli, que habita o sistema
gastrointestinal de aves e mamiferos em sua maioria de maneira comensal, porém algumas
cepas podem causar doencas moderadas a severas em todas as faixas etarias. A andlise de
fatores facilitadores de compartilnamento e distribuicdo de genes de resisténcia em biofilmes
de E. coli e suas consequéncias sdo necessarios para verificar os proximos passos para 0

controle dele.



ABSTRACT

Microbial resistance to antibiotics is a public health problem, causing significant
damage to the health of the population. In addition, there are political and economic
implications. In society, there are consequences to anthropic actions, even the most subtle
ones, which contribute to the resistance of microbial agents. Among them are the unconscious
use of antibiotics, incorrect prescription, the spread of microorganisms among the world
population, the encouragement of self-medication and the lack of access to basic sanitation.
In this sense, the relationship between microorganisms and human beings can become
extremely harmful, as it facilitates the formation and development of harmful biofilms.
Microorganism communities produce this structure for adhesion to a surface, which in turn
expands until reaching maturation and later dispersion. This formation aims to protect from
external factors and symbiotic relationships, providing the flow of gene exchange and
consequent increase in resistance to survival. Several works have been published on
resistance to antimicrobial agents and biofilm formation. The impacts, consequences and
forms of retention and prevention of biofilms will be analyzed to broaden the understanding
of minimizing the damage caused. The biofilms of the bacterium Escherichia coli, which
inhabit the gastrointestinal system of birds and mammals mostly in a commensal way, will be
used as object of study, but some strains can cause moderate to severe diseases in all age
groups. The analysis of factors that facilitate the sharing and distribution of resistance genes
in E. coli biofilms and their consequences are necessary to verify the next steps for its

minimization.
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1. INTRODUCAO
As doencas causadas por bactérias infecciosas e suas implicagdes a curto, médio e
longo prazo sdo um topico extremamente relevante e preocupante para a comunidade,
academia e membros da politica devido as consequéncias para a saude publica geradas pela

crescente resisténcia microbiana a antimicrobianos (O’NEILL et al., 2014).

De acordo com Instituto Butantan, em noticia publicada em 27/09/2021, a incidéncia
de Escherichia coli patogénica causadora de diarreia em humanos atinge paises de maior
vulnerabilidade social e em desenvolvimento, principalmente devido a falta de saneamento

béasico, havendo em decorréncia 2 milhdes de mortes de criangas por diarreia no mundo.

A projecdo de O’NEILL et al., 2014 prevé que até 2050, se continuarmos no mesmo

ritmo que estamos havera 10 milhdes de mortes por resisténcia microbiana no mundo.

A resisténcia dos microrganismos a antimicrobianos trata-se de mecanismos genéticos
naturais que aumentam a capacidade das bactérias de suportar o stress causado pelos
antimicrobianos, ou seja, resisténcia bacteriana, sendo por mecanismos fisicos, regulatorios e
quimicos. Porém existem mecanismos celulares capazes de auxiliar e acelerar o aumento de
resisténcia a antimicrobianos (LOREIRO et al., 2016).

Os principais mecanismos que tém contribuido para a resisténcia dos microrganismos
a antimicrobianos séo a utiliza¢do indiscriminada de antimicrobianos ao longo dos anos. Para
além dele existe a globalizacdo crescente que aumenta o fluxo de pessoas entre diferentes
lugares do mundo disseminando microrganismos que ndo estariam ali previamente
(SCALDAFERRI et al., 2020).

Uma das bactérias relevantes para microbiologia e satde publica global, tida como
modelo de bactéria gram-negativa é a Escherichia coli que é uma habitante comensal do
intestino de mamiferos e aves, incluindo humanos. Além disso, é utilizada como indicador
fecal de corpos hidricos (DRUMOND et al., 2018).

Sua relevancia tambem é sentida pelo fato de possuir cepas patogénicas que podem
causar uma variedade de doencas intestinais e extra intestinais, como diarreia, infeccdo do
trato urinario, septicemia, e meningite neonatal. Sendo ela uma bactéria que ja apresenta a
multirresisténcia em suas mutacdes, ou seja, algumas variages sdo capazes de resistir a mais
de um tipo de antibi6ticos (DRUMOND et al., 2018).

A selecdo de resisténcia a antimicrobianos por selecdo natural, também pode ser

adquirida por meio da formacdo de biofilme, que consiste em um conglomerado de bactérias
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envolvidas em uma matriz extracelular, que se formam a fim de garantir sua sobrevivéncia
em diferentes locais de forma comensal (MADIGAN ET AL., 2016).

Inicialmente ocorre a aderéncia de uma superficie por micro-organismos planctonicos,
as células iniciam a agregacdo, posterior formagdo de matriz extracelular, liberacdo de

compostos celulares benéficos até amadurecimento caracteristico do biofilme até sua
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liberacdo de células para colonizacdo e formacdo de novos biofilmes (TREMBLAY et al.,
2014).

Alguns estudos apontam o método que ocorreria a troca ou compartilhamento entre
genes no biofilme, que por tratar-se de uma matriz extremamente complexa h&d uma
redefinicdo do significado de um biofilme, onde estudos mostraram que microrganismos
parte do biofilme sdo capazes de transcrever diferentes tipos de genes, que células

planctonicas ndo conseguem, adquirindo uma resisténcia parental (MADIGAN et al., 2016).
2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Relacionar, por meio da compilacdo de dados na literatura, as principais formas de
compartilhamento e distribuicdo de genes, quais sdo os principais genes de resisténcia, e
quais acOes e alternativas estdo vinculadas a minimizacdo da resisténcia microbiana

promovida pelo biofilme de Escherichia coli.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Identificar em trabalhos experimentais os tipos patogénicos causadores de diarreia nos
seres humanos de E. coli, quais sdo suas principais formas de disseminacao, transferéncia de

genes e principais caracteristicas de identificacao.

b) Analisar as principais aplicacfes da bactéria E. coli na sociedade, principais locais a serem
encontrados e diferenciacdo entre cepas voltados a satde publica.

¢) ldentificar principais fatores de resisténcia microbiana da E. coli, verificando sensibilidade

e resisténcia a antibiéticos.

d) Relacionar o comportamento da bactéria E. coli e fatores de resisténcia relacionados a

biofilmes.

3. METODOS
O estudo foi realizado através de revisao bibliografica em pesquisas realizadas em revistas
cientificas on-line, artigos académicos e teses de trabalhos académicos que abrangem o tema
estabelecido com as palavras-chave em inglés e/ou portugués: biofilme, viruléncia, E. coli,
compartilhamento de genes de bactérias no biofilme, remogéo de biofilme, consequéncias de
biofilme, biofilme E. coli, mecanismos compartilhamento E. coli, antibidticos, resisténcia a

antimicrobianos e resisténcia do biofilme.
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A pesquisa integrou as areas de Microbiologia, Médica e Biotecnoldgica, porque sdo as
areas que mais possuem relevancia ao tema, utilizando bases de dados consistentes
como Scielo, NCBI (National Center for Biotechnology Information) em conjunto com
PubMed e PMC vinculado a artigos da ASM (American Socety for Microbiology),
Repositorio da USP, Repositdtio Science Direct, Repositério UFG, Jornais CHEST e MDPI
(Open Access Journals). Além disso como base para conhecimentos especificos o livro
Microbiologia de MADIGAN et al., Edicdo 14 foi utilizado para revisdo e compreensdo de
processos relacionados a E. coli.

Como resultado, para esta revisao foram consultados em 42 artigos, distribuidos pelas
bases de dados NCBI PubMed, NCBI PMC, Repositorio USP e Scielo. A Figura 1 apresenta

a quantidade de artigos para cada base de dados consultados.

Figura 1: Levantamento de artigos em relacdo a base de dados

Levantamento de Artigos x Base de Dados

Science Direct [ NN 3
Sciclo N 5
Repositério UsP [N 2

Repositério UFG [l 1

PubMED/NCS! |

PMC/NCBI - American Society for Microbiology | N NN ¢
Outro N 2

MDPlJournal [l 1

Journal CHEST |l 1

Fonte: Levantamento feito pela autora.

A método de revisao utilizado para este trabalho foi a integrativa e interpretativa, que
levou em conta 0s passos que a regem, consistindo na elaboracdo da questdo principal em
torno do tema voltada para E. coli patogénicas e fatores envolvidos, além de suas implicagdes

na salde publica. O passo seguinte foi a busca e amostragem da literatura que, a nivel de

18

13



dificuldade de encontrar os dados pode ser considerado de médio acesso, facilitado pelo fato
da bactéria E. coli ser considerada uma bactéria modelo gram-negativa, havendo artigos nas
mais diversas areas. Entretanto, o fator da bactéria E. coli ser bem estabelecida e fortemente
estudada dificultou a busca por conteido base e basico sobre ela, sendo mais detalhados nos
livros didaticos o que auxiliaram no entendimento e construcdo dos conceitos base
relacionados a ela (LIMA&MIOTO, 2007).

Houve também a coleta de dados considerando as informac@es relevantes de acordo
com os objetivos a serem incluidos, a analise critica e interpretativa dos estudos a serem
selecionados e incluidos e, por fim, a discussdo de todas as informacbes e pontuacdes
levantadas e elaboracdo de uma conclusdo e consenso em torno do tema trabalhado
(LIMA&MIOTO, 2007).

4. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

4.1 BACTERIA Escherichia coli

A bactéria E. coli faz parte da familia Enter-bacteriaceae, e é classificada como gram-
negativa, de formato bacilar e fermentadora de lactose. E uma das bactérias mais amplamente
estudadas devido ao longo tempo de descoberta e por suas caracteristicas, sendo seu rapido
crescimento uma das principais vantagens, pois em boas condic¢des tém capacidade de tempo
de geracdo de aproximadamente 20 minutos. Além disso, desde o primeiro reporte em 1997
do genoma desta bactéria mais de 400 mil genomas foram sequenciados, conseguindo desta
forma acompanhar a evolucdo da espécie em mais de 50.000 geracGes (TENAILLON et al.,
2016).

A E. coli é conhecida como bactéria modelo o que a faz ser de grande utilizacdo para
biotecnologia, pois, além de seu pouco tempo de geracdo e grande tempo de estudo dela, a

mesma pode ser encontrada no corpo humano e de animais (TENAILLON et al., 2016).

Nos animais ela estd presente em sua maioria o intestino dos mesmos devido a fonte
de carbono, energia, umidade, pH e temperaturas moderados ideais para seu crescimento, 0
que faz com que linhagens que habitam o intestino sejam resistentes ao pH acido, sendo sua
quantidade determinada pela dieta e habitos do hospedeiro (GORDON, 2013).

Além da presenca dela no intestino de animais, um papel importante relacionado a E.
coli que a faz ser tdo conhecida esta relacionada a utilizacdo dela como indicador fecal
visando a verificacdo da qualidade da agua. Normalmente a concentracdo de E. coli por

grama de fezes de animais pode variar de acordo com a espécie do hospedeiro, sendo o

14



normal por volta de 107 a 10'° no trato intestinal de humanos e 10* a 10% em animais
domésticos, estes limites auxiliam na determinacdo permitida na 4gua levando em conta seus
indicadores (BERTHE, 2013).

A utilizacdo dos indicadores microbianos na qualidade da agua estd diretamente
relacionada a salde publica devido as variagbes da bactéria E. coli responsaveis por causar
infeccbes gastrointestinais, sendo associadas a agua potavel ou aguas recreacionais. Para a
andlise da agua ha tanto a analise de coliformes, quanto a analise de coliformes fecais,
representado pela E. coli, pois se em uma anélise ndo for encontrada a E. coli, ndo significa

necessariamente que a agua esta ideal para consumo (DEVANE et al., 2020).

Os métodos de deteccdo de coliformes na agua ja& é amplamente utilizado e
padronizado, 0 mais comumente utilizado consiste na filtracdo por membrana filtrante (MF),
onde ao filtrar uma quantidade especifica de agua, 100 mililitros, os microrganismos ficam
retidos nela e ela posteriormente é inserida em uma placa de meio de cultura de eosina azul
de metileno (EAM), que é um meio seletivo para bactérias gram-negativas, fermentadoras de
lactose e mais especificamente é capaz de evidenciar bactérias com maior capacidade
fermentativa, tornando mais facil a identificacdo da E. coli (ISHII et al., 2008; DEVANE et
al., 2020).

Outros meios seletivos também séo capazes de identificar os coliformes totais e a E.
coli especificamente, podendo ser mais precisos e rapidos do que os que utilizam o meio
EAM, sendo conhecimentos como testes de substrato definido, que prevé a manifestacdo
exclusiva da bactéria a ser estudada facilitando o processo ndo apenas de identificacdo, mas
também de tratativas para a linhagem especifica (DEVANE et al., 2020).

A bactéria E. coli possui ampla diversidade quando falamos da cepa espécie, sendo
divididos em dois grandes grupos iniciais que sdo patogénicos e ndo patogénicos, mas vale
ressaltar que a maioria é classificada como ndo patogénica, entretanto as variacGes
patogénicas, quando ocorrem podem causar doencas gastrointestinais relativamente graves
(HUDAULT, 2001).

A forte sobrevivéncia da bactéria E. coli € amplamente estudado, principalmente
relacionada as condicgdes de resisténcia bacteriana e viruléncia (para variantes patogénicas).

Para esta bacteria as condicGes ideais no meio ambiente entdo pautadas de forma similar a
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seu desenvolvimento nos animais endotérmicos (mamiferos e aves), pois anteriormente
achava-se que a ela somente sobreviveria em seu hospedeiro, porém estudos recentes
mostraram que séo capazes de sobreviver no meio ambiente, solo, areia e sedimentos de
clima tropical, temperado e subtropicais (ISHII & SADOWSKY, 2008; JANG et al., 2017).

As condi¢des de crescimento, desenvolvimento e fitness (adaptabilidade) em meio

ambiente sdo diretamente impactadas pelos seguintes pontos:

| — Temperatura: para animais endotérmicos ela sobrevive a uma temperatura de 35-
40°C, enquanto fora deste ambiente ela pode sobreviver a ambientes proximos a 30°C. A

variagdes ocorrem de acordo com o genotipo de cada CEPA (JANG et al., 2017).

Il — Disponibilidade de agua: devido a capacidade adaptativa ndo exclusiva desta
bactéria, que consiste em ajustar sua membrana e genes reguladores em ciclos de escassez ou
disponibilidade de agua, porém seu crescimento € relativamente menor na escassez,
indicando um ponto critico em relacdo ao seu crescimento e desenvolvimento (EVANS and
WALLENSTEI, 2012).

Il — Disponibilidade de nutrientes: a E. coli precisa de trés nutrientes fundamentais
para sua sobrevivéncia e crescimento, que sdo carbono, fosforo e nitrogénio, apesar da
disponibilidade ser maior no sistema gastrointestinal de animais, ela se desenvolve bem no
meio ambiente devido a sua capacidade de adquirir energia e degradar diferentes tipos de
carbonos (GORDON, 2013).

IV — Radiacdo solar: este fator € negativo quanto ao crescimento e desenvolvimento
microbiano, devido a seus raios pode provocar danos no DNA e oxidacdo do conteudo da
célula, sendo por exemplo danoso quando utilizado como indicador de coliformes fecais,

variando a incidéncia de acordo com a turbidez da &gua (GORDON, 2013).

411 GENETICA E VIRULENCIA Escherichia coli

A investigacdo dos genomas consiste no mapeamento, sequenciamento, anélise e
comparacdo de material genético (DNA ou RNA), sendo fundamentais para averiguar
possiveis mudancas evolutivas, alteragdes génicas e identificar genes especificos patogénicos
ou beneficiarios a producdo biotecnoldgica para 0 caso dos microrganismos (O’NEILL,
2014).
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O primeiro genoma a ser sequenciado foi o de um virus MS2, em 1977 por Fred

Sanger, conhecido como primeira geracdo Método didesoxi de Sanger, que consiste na
fluorescéncia ou radioatividade e ampliacdo do DNA (MADIGAN et al., 2016).

Além deste, outras trés geracOes sdo descritas considerando métodos mais

tecnoldgicos, mas todos com base na primeira geracdo. A Tabela 1 retirada do livro de

MADIGAN et al. 14 Edicdo — Microbiologia, descreve as 4 geragGes, seus métodos e

caracteristicas.

Tabela 1: Métodos de Sequenciamento de DNA por 4 Geragdes.

Geragdo ‘ Método
Método didesoxi de Sanger

LT e (radiotividade ou fluorescéncia; amplificagdo de DNA)

Métodos de Sequenciamento de DNA

Caracteristicas

Comprimento de leitura: 700-900 bases
Usado no projeto do genoma humano

Pirossequenciamento 454

(fluorescéncia; amplificagdo de DNA; massivo em paralelo)
Illumina/método Solexa

SONGENCI TN (fluorescéncia; amplificagdo de DNA; massivo em paralelo)
Método SOLID

(fluorescéncia; amplificagdo de DNA; massivo em paralelo)

Comprimento de leitura: 400-500 bases

Usado para sequenciar o genoma de James Watson
(finalizado em 2007)

Comprimento de Leitura: 50 - 100 bases

Genome do panda gigante (2009; Beijing Genome Institute)
Genoma do Denisovan (2010)

Complimento de leitura: 50 - 100 bases

Sequeciador HeliScope de molécula Unica
(fluorescéncia; molécula Unica)

Pacific Biosciences SMRT

(fluorescéncia; molécula Unica, zero-mode waveguide)

Terceira Geragao

Comprimento de leitura: até 55 bases
Melhoramento de precisdo do DNA de fosséis
Comprimento de leitura: 2.500 - 3.000 bases

fon torrent

(eletronico - pH; amplificagdo de DNA)

Oxford nanoporo

(eletrénico - atual; molécula Unica, em tempo real

Quarta Geragao

Comprimento de leitura: 100 - 200 bases

Sequenciou o genoma do Gordon Moore, cofundados da
Intel (autor da lei de Moore), 2011

Comprimento de leitura: milhares de bases

A unidade portatil MiniON é aproximadamente do tamanho

de um dispositivo USB

Fonte: Tabela 6.2 Métodos de sequenciamento de DNA (MADIGAN et al., 2016), adaptado

pela autora.

Apdbs o sequenciamento é necessario realizar a montagem génica, que ira identificar a
partir dele quais sequéncias sdo realmente funcionais deduzindo sua ordem. E por ultimo é
realizada a anotacdo gendmica que consiste na utilizacdo da bioinformatica para realizar a
leitura dos dados sequenciados (acidos nucleicos e proteinas) e identificar possiveis e
potenciais codificadores (MADIGAN et al., 2016).

A E. coli conforme citado anteriormente € uma bactéria modelo para gram-negativas,
e por este fato seu genoma além de ja ter sido sequenciado, varias linhagens também foram
sequenciadas para que o grau de variabilidade da especie seja estudado também (APARNA et
al., 2008).
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O artigo publicado na revista Nature por TENAILLON et al. em 2016 “Tempo and
mode of genome evolution in a 50,000-generation experiment”, consiste em um estudo
realizado por um grupo de cientistas para verificar o grau evolutivo da E. coli, em uma escala
de 50.000 geracOes, avaliando mutacfes e genes especificos, e se foram beneficiais ou

deletérias.

Para este atingir o objetivo do estudo, 12 linhagens distintas através de 50.000
geracOes provenientes de experimentos de evolucdo a longo prazo, utilizando a plataforma de
bioinformatica para leitura de sequenciamento de DNA chamada Illumina, ao qual puderam

verificar pontos relacionados a mutagdo (TENAILLON, 2016).

No total foram encontrados 14.572 pontos de mutagdo entre genes de insergoes,
delecOes e duplicagdes, e dentre as dinamicas gendmicas foi observado que o aumento do
fitness realmente ocorre em grupos onde ha um maior nimero de mutagdes, porém a
diferenca entre eles ndo era muito superior de mutac6es benéficas constatadas em relacéo as
mutacOes deletérias e duplicacbes (transferéncia horizontal) que acabaram dificultando a
andlise identitaria destas mutaces (TENAILLON, 2016; BELD et al., 2018).

A transferéncia de genes pode ocorrer em duas frentes principais, transferéncia
vertical e transferéncia horizontal. A transferéncia vertical ocorre com base na replicacdo do
genoma e divisdo celular, ja a transferéncia horizontal ocorre quando uma célula “doa” parte
de seu material genético a outra célula por meio de transducdo, transformacdo e conjugacao
tornando a identificacdo dos genes advindos desta transferéncia mais dificeis de serem
identificados, sendo possivel somente com a compara¢do do mapeamento, verificando por

exemplo a ancestralidade de um determinado gene (WU XY et al., 2007).

Outro elemento importante relacionado a transferéncia de genes e evolucdo génica
estd relacionado aos elementos moveis, que consistem em segmentos de DNA que se
movimentam no interior de moléculas de DNA de seu hospedeiro, adicionando seus genes ao
genoma dele por meio da enzima transponase (WU XY et al., 2007; MADIGAN et al., 2016).

Os elementos moveis mais comuns sdo plasmideos, bacteriofagos e transposons,
sendo seu nivel de ocorréncia e suscetibilidade de alteracdo genética medida através da
atividade enzimética e maior em microrganismos que estdo em constante mudanca evolutiva,

especialmente os patogénicos (DESVAUX et al., 2020).
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Estes elementos moveis, uma vez transferidos podem resultar genes codificadores de
caracteristicas funcionais do microrganismo, como metabolismo, transporte e regulacdo no
caso da E. coli, incluindo também a resisténcia a antibioticos e producdo de toxinas
(DESVAUX et al., 2020).

O indice de transferéncia da bactéria E. coli ocorre por bacteriofago, plasmideo e
transposons, com fatores de viruléncia vinculados a eles, que sdo toxina shiga através do
bacteriofago. As enterotoxinas, fator de colonizacdo dos pili hemolisina, urease, fator de
resisténcia a soros, fatores de aderéncia e fatores de invasao celular por meio dos plasmidios
e por ultimo, as enterotoxinas termoestaveis, sideréforo aerobactina, hemolisina e éperons de
pili por meio dos transposons (MADIGAN et al., 2016; PAKBIN et al., 2021).

Outro fator que em conjunto com os anteriores favorece 0 aumento da resisténcia € a
formacdo de biofilmes por E. coli que ao formar a unido de seres sésseis possibilita através da
estrutura e proximidade as transferéncias por bacteriofagos, plasmideos e transposons
(PAKBIN et al., 2021).

Em relacdo a identificacio de genes patogénicos, estes ocorrem através da
comparacdo entre linhagens, sendo o genoma base ou cerne que é aquele que possui 0s genes
que a espécie possui em comum em relacdo ao pangenoma, que contém 0 mesmo e mais
insercOes genéticas alem das necessérias para o funcionamento do organismo, chamadas de
ilhas cromossGmicas podendo ser classificada como ilhas patogenicidades, e estas contribuem
para a viruléncia, especialmente para o caso da E. coli (MADIGAN et al., 2016; PAKBIN et
al., 2021).

4.1.2 CEPAS DE Escherichia coli PATOGENICAS

A E. coli faz parte da flora intestinal normal dos mamiferos e aves, vivendo de forma
comensal com seus hospedeiros, porém algumas linhagens podem ser potencialmente
patogénicas, causando doencas moderadas a graves como diarreia em adultos e criangas,

infeccdo do trato urinario, septicemia e meningite neonatal (ORSKOV et al., 1992).

As cepas patogénicas sdo caracterizadas em antigenos que representam uma resposta
imune, sendo antigeno O, que é um polimero de oligossacarideos em repeticao, que faz parte
da camada de lipo-polissacarideos, o antigeno K que é um polissacarideo &cido capsular, de
textura em muco e espessa e o0 antigeno H é um antigeno flagelar formado pela polimerizacéo
da flagelina resultando a patogenicidade (RILEY, 2020).
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As bactérias E. coli patogénicas sdo divididas em 2 grupos, que sdo: IPEC que esta
relacionada a patdgenos intestinais e EXPEC que esta relacionada a outras patdgenos extra
intestinais como no trato urinario, corrente sanguinea, abdémen, articulagdes, meninges, pele
e tecidos moles causadas por ela. Além desta divisdo, h4d também a separacdo entre CEPAS
que correspondem a diferentes tipos de doengas e sintomas, como por exemplo as

enteropatogénicas intestinais que sdo voltadas especificamente para IPEC (RILEY, 2020).

Pode-se elencar seis cepas principais de IPECs: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e
E. coli aderente difusa (DAEC) diferindo entre si de acordo com os fatores de viruléncia
supracitados (SOUZA, 2016).

4.1.2.1 E. coli ENTEROPATOGENICA (EPEC)

A E. coli enteropatogénica (EPEC) é considerada uma categoria variavel entre os
grupos patogénicos de E. coli e causa de doencas intestinais moderadas a graves na
populacdo em geral, principalmente criangas de até cinco anos e é o grupo mais estudado por
ter sido o primeiro identificado e realizada a sorotipagem (SOUZA, 2016).

Associada a condicGes precarizadas de habitacdo, auséncia de agua tratada para
consumo, alimentos contaminados e saneamento basico, pode ser isolada de diferentes meios,
estando presentes em animais domésticos e silvestres, ambientes naturais e alimentos
processados ou ndo (SOUZA, 2016). Em consequéncia a isso, segundo WATURANGI et al,
2021 a EPEC é a maior causadora de doencas intestinais por alimentacdo, em 2010 foram

estimados 420.000 casos globalmente.

Em estudo realizado por HARTLAND et al, 2013 dentre as variacdes de E. coli
patogénica, a EPEC é considerada uma das que possui maior viruléncia associada a sua

estrutura potencializando a infeccao.

A incidéncia da infeccdo por EPEC se da a aderéncia ao tecido epitelial intestinal, em
um local chamado de “localized adhesion (L/A), causando lesdes caracteristicas por meio da
AJ/E (attaching and effacing, destruindo microvilosidades e formando uma caracteristica
dianorreica chamada de pedestal (SOUZA, 2016; WATURANGI et al, 2021).

Ainda segundo SOUZA, 2016, esta adesdo ocorre em trés estagios diferentes. O

primeiro esta relacionado ao contato da célula hospedeira e bactéria pili formador de feixes
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tipo IV voltados para a capacidade de adesdo e sdo codificados por plasmideos, sendo o
principal o EAF (adherence factor), seguido de sinais de transducao na ilha de patogénica do
genoma denominada locus of enterocyte effacement (LEE), e finalizado pela aderéncia intima
ao tecido para a formacéo da taca.

Ja de acordo com WATURANGI et al, 2021, a inibicdo desta bactéria deveria ser
atraves dos fagocitos da EPEC, uma vez que a utilizacdo de conservantes pode acabar por
desencadear efeitos colaterais maléficos aos consumidores, sendo desta forma considerada

uma boa alternativa de resolucéo.

4.1.2.2 E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

A E. coli enterotoxigénica ou ETEC, é amplamente conhecida como diarreia do
viajante, sendo ela a maior responsavel causadora, seguida por Shigella, Salmonella e
Campylobacter. Além disso, pode ser encontrada em locais de maior vulnerabilidade social e
emergente, e sendo causadora inclusive de mortes pediatricas e ocorréncias em adultos por

sua alta resisténcia a antimicrobianos apresentadas (FLECKENSTEIN et al, 2019).

Esta bactéria constituinte da familia Enterobacteriaceae possui o fator de
multirresisténcia a antibiéticos o que contribui com sua incidéncia no mundo, ademais, ela
possui um agravante em sua identificacdo que s6 pode ser realizada através de testes
moleculares, ndo sendo distinguivel da E. coli comensal (FLECKENSTEIN et al, 2019).

O mecanismo agregativo da ETEC ocorre principalmente através do pilis ou fimbriae,
que sdo estruturas de adesdo, sendo seu fator patogénico a sintese de enterotoxinas, que sdo
toxina termolabile (LT) e toxina termodeset (ST), sendo compartilhadas em grande parte por
plasmideos, porém a toxina ST ja foi encontrada em transposons também. Sendo que estas
duas toxinas atuam aumentando o nivel dos nucleotideos cCAMP e cGMP presentes nas
células do intestino, resultando na perda de agua de ions. (RODRIGUEZ-ANGELEZ, 2002).

Para sanar e minimizar este problema na saude publica, estudos tém apresentado a
criacdo de vacinas capazes de inibir as especificamente as toxinas LT e ST a ser aplicada na
infancia justamente pelo risco de mortalidade apresentado por ela. Ainda existem GAPs a
serem sanados quanto ao desenvolvimento devido a necessidade de mapear as variagdes da

bactéria ETEC e assim contribuir para uma maior eficiéncia (KHALIL et al, 2021).
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4.1.2.3 E. coli ENTEROINVASORA (EIEC)
O grupo de E. coli EIEC (enteroinvasora) provoca uma diarreia liquida, podendo
haver sangue e muco, uma diferenca entre ela e 0s grupos anteriores é que seu atingimento é
associado a surtos da doenca e ndo casos mais isolados sendo similar a Shigella spp

geneticamente e bioquimicamente (PASQUA et al, 2017).

A incidéncias das doencas causadas pela EIEC se d&o atraves de sua transmissao por
ingestdo de alimentos contaminados, agua contaminada ndo tratada e de individuo para
individuo, atingindo as diferentes faixas etarias acima de 6 meses de idade e sendo incidente

principalmente em paises em desenvolvimento (PASQUA et al, 2017).

A patogenicidade da EIEC estd relacionada a invasdo do epitélio do célon,
extremidade inferior do trato digestivo, que ocorre através da adesdo da bactéria a mucosa
intestinal por atuagdo de citosinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e oOxido nitrico
multiplicando-se na célula e disseminando a patogenicidade em células saudaveis
(RODRIGUEZ-ANGELEZ, 2002; BELD et al., 2018).

O seu fator de viruléncia associado a ele estd principalmente relacionado ao
plasmideo especifico denominado plnvm responsavel pela codificacdo de proteinas e
substancias envolvidas neste processo e expressdo cromossémica de forma também
semelhante a Shigella spp, e, portanto, estudos realizados levantam a hip6tese de um
ancestral em comum com ambas para justificar esta similaridade (BELD et al, 2018).

4.1.2.4 E. coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC) e E. coli produtora da
toxina de Shiga (STEC)

A E. coli enterohemorragica (EHEC) é uma bactéria E. coli produtora da toxina Shiga
(STEC), também denominada E. coli verotoxigénica (VTEC), em funcéo do efeito citotoxico
em células Vero, relacionadas a producdo de pelo ou menos uma das toxinas shiga que
auxilia no processo de viruléncia, sendo também possivel através da ilha de patogenicidade
LEE idéntica a E. coli EPEC, exceto pela dindmica de proteinas envolvidas no processo, mas
possuem também o fator de viruléncia eae relacionado a adesdo a célula (COURA et al.,
2017).

A EHEC e EPEC possuem grandes similaridades e estas contribuem para as
interacdes e trocas génicas e de fatores de disseminacdo ocorram com mais facilidade,

enquanto a EPEC atua como patdgeno para humanos, a EHEC atua como patdégeno mais para

22



animais, além disso um desafio encontrado em relacdo a ambas esta relacionado a
identificacdo, que deve ser feita de forma molecular para que ela seja possivel, bem como os

sintomas vinculados a cada uma delas (COURA et al., 2017).

Os sintomas relacionados a ocorréncia da STEC s&o caracterizados por dor
abdominal, diarreia aguda com sangue, febre que podem ser causados pela ingestéo de frutas,
vegetais ou agua contaminados, leite ndo fervido e principalmente através da ingestdo de
carne crua ou ndo totalmente cozida justamente pelo fato de a STEC ocorrer em gados, sendo
seu principal reservatorio é o intestino do gado, também identificando moscas como vetores
de cepas enterohemorragicas (NAWROCKI et al., 2020).

Em alguns casos pode causar diarreia sangrenta diretamente relacionado aos niveis de
toxina produzidas pelos genes de viruléncia (plasmideos ou bacteriéfagos) podendo também
gerar doencas renais (RODRIGUEZ-ANGELEZ, 2002; NAWROCKI et al., 2020).

4.1.2.5 E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)
A E. coli Enteroagregativa (EAEC) possui maior incidéncia em paises emergentes,
sendo mais frequente em criancas com até 2 anos e viajantes, e seus sintomas sao
caracterizados como diarreia persistente, ou seja, com duracdo maior que 14 dias podendo

levar a morte dos individuos se ndo tratada (JOFFRE et al., 2020).

As bactérias por sua vez colonizam os intestinos e podem causar inflamag6es no célon
retal, ela em si possui similaridades com a cepa EPEC devido a sua caracteristica agregativa
as células, porém possui um padrdo caracteristico diferente dela, devido ao mecanismo de
auto aglutinacdo (plasmideo AA) que possibilita entre elas a adesdo a superficie intestinal
(JOFFRE et al., 2020; DIAS et al., 2020).

O gene aggA ¢é responsavel pela codificacdo de uma fimbria agregativa | (AAF/I),
compartilhada por plasmideo, sendo que suas cepas possui a caracteristica da producdo e
secrecdo de muco aumentando o fator de agregacéo destas bactérias, formando um filme fino

que torna a diarreia recorrente em seus hospedeiros (DIAS et al., 2020).

4.1.2.6 E. coli ADERENTE DIFUSA (DAEC)
A E. coli DAEC também é caracterizada por sua ocorréncia em paises em
desenvolvimento e majoritariamente em criancas maiores de seis meses, associada a
introducdo alimentar infantil (JAVADI, 2017).
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A E. coli aderente difusa pode ser encontrada no cromossomo ou plasmideo, sendo de
todas as classificacbes de cepas patogénicas a menos estudada quanto ao fator de viruléncia e
mecanismo do patdgeno (JAVADI, 2017; SERVIN, 2014).

O fator de viruléncia identificado ¢é relacionado a fimbria sendo encontrados no
cromossomo ou no plasmideo, sendo seu fator determinante e diferenciados a capacidade de
aderéncia difusa, ou seja, em larga escala mantendo um padréo de adesdo (SERVIN, 2014).

Com isso, conclui-se que as bactérias E. coli patogénicas causadoras de diarreia
(IPECs) sdo importante objeto de estudo e foco dada sua influéncia direta na satde puablica,
isto ocorre, pois, a doenga é a terceira maior causa de mortalidade infantil dada em sua
maioria nas localidades em desenvolvimento e emergentes, como Africa, Sul da Asia e
América Latina (JOFFRE et al., 2020).

Ainda em relacdo a incidéncia, a associacdo entre as localidades e ocorréncia da
doenca se da pelo precario acesso da populacdo em politicas publicas que fornecam agua
tratada, saneamento béasico, moradia digna e educacdo basica voltada a higienizacéo,
cozimento e condic¢des adequadas dos alimentos (JUNG et al., 2017; GOMES et al., 2016 ).

Além da incidéncia na infancia, também podem ocorrer em viajantes e adultos, porém
em menor quantidade. Um ponto importante a ressaltar é que as interagdes entre as bactérias
E. coli ocorrem ndo somente entre sua propria CEPA, mais também entre elas, facilitando a

troca de informacdes genéticas (GOMES et al., 2016).

4.1.2.7 SEMELHANCAS ENTRE Escherichia coli PATOGENICAS
A CEPA de E. coli patogénica que mais apresenta interacdo direta com as outras
CEPAs é a EPEC, a qual foi a primeira a ser descoberta e estudada, podendo ser considerada
uma versdo estrutural mais simples e comum do que as outras, ja que se trata de mecanismos
de adesdo as quais todas possuem similaridades relacionadas a esse fator, além dos

mecanismos que diferem entre si (GOMES et al., 2016).

Quanto a identificagdo das bactérias E. coli patogénicas, em sua maioria testes
moleculares se fazem necessarios para identificacdo e separacdo das CEPAs comensais para
elas, este € um desafio quando se fala deste quesito dado o consumo de tempo até

identificacdo e possivel tratamento (JUNG et al., 2017).

Segundo JOFFRE et al., 2020 os tratamentos a serem proporcionados para a

ocorréncia de diarreia universalmente deveriam ser primeiramente tratados com a constante
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hidratacdo oral, aplicacdo de fluidos de forma intravenosa, reposi¢do de zinco, alimentacao
continua e amamentacao para os casos infantis, alem de revisdo de praticas de gestdo em
comunidade (JOFFRE etal., 2020; O’NEILL et al., 2014).

Entretanto, a utilizacdo constante de antimicrobianos para o tratamento das infecgdes
por bactérias por E. coli acabou favorecendo o aumento e aceleracdo do processo de
desenvolvimento natural de resisténcia a eles, reduzindo o efeito inibitorio e associada aos
fatores de viruléncia aumentam a probabilidade de formacdo de filmes, que por sua vez
contribui para o0 agravamento dos quadros de doencas dianorreicas por E. coli (JOFFRE et al.,
2020; O’NEILL et al., 2014).

4.2 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A resisténcia de bactérias a antimicrobianos € um fator que contribui para o seu
sucesso reprodutivo (fitness) como ser vivo, existindo fatores que podem contribuir para o
aumento da resisténcia & antimicrobianos, sendo desencadeada pela evolucdo da propria
espécie e ecologia do microrganismo. E por meio das atividades humanas, que por sua vez
acabam por acelerar o processo de resisténcia por meio da selecdo natural, e contribuir com o
aumento de microrganismos multirresistentes e consequentemente, no caso de
microrganismos patogénicos, infecges mais nocivas e dificeis de serem tratadas
(HARBARTH et al., 2005).

Para HARBARTH et al., 2005, os determinadores que influenciam a disseminacéo da
resisténcia microbiana em E. coli podem ser agrupados em 4 categorias, sendo a previamente
citada patogenicidade e ecologia microbiana, prescricdo médica de antimicrobianos,
caracteristicas populacionais e politica e saude publicas, havendo determinantes para cada
uma das categorias e possiveis formas de avaliar os niveis de cada um e intervencles para

minimizacao da resisténcia microbiana.

As categorias propostas também sdo amplamente discutidas em outros estudos
relacionados a resisténcia microbiana, como: JOFFRE et al., 2020, JUNG et al., 2017 e
GOMES et al., 2016, abordando fundamentalmente evolugdo acelerada das bactérias,
viruléncia e interacdo entre CEPAs patogénicas e globalizacdo voltada para interacdo entre
pessoas do mundo e facilitagdo de transmisséo e carreamento de genes resistentes, sendo
assim encaixada em duas dimensdes propostas por HARBARTH et al., 2005 que séo ecologia

microbiana e de patdgenos e caracteristicas populacionais.
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Além destas categorizacdes, a propria utilizacdo de antimicrobianos desenfreada
acaba por também atuar como facilitador dela, desencadeando os mecanismos de resisténcia e
tornando mais dificil a inibicdo dela (JUNG et al., 2017).

Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos das bactérias sdo divididos em quatro
grupos: destruicdo e alteracdo por meio de enzimas, alteragdo da permeabilidade celular
reduzindo o aumento do antimicrobiano na célula ou através das bombas de efluxo das
células bacterianas, caracteristico da familia Enterobacteriace as tetraciclinas, alteracdes
moleculares nas moléculas onde os antibidticos atuam. E por Gltimo, através da producéo de
moléculas alvo dos antimicrobianos que ndo sdo inibidas por ele e a0 mesmo tempo seguem
produzindo as moléculas alvo originais ndo deixando com que a célula seja inibida
(LOUREIRO et al., 2016; JUNG et al., 2017).

As bactérias gram-negativas possuem importante fator evolutivo de resisténcia que
esta relacionado a produgdo de enzimas B-lactamases, que atuam impedindo que 0s

B-lactdmicos (antimicrobiano) que interferem na integridade da parede bacteriana

(LOUREIRO et al., 2016).

Segundo o artigo LOUREIRO et al. (2016), na década de 60 apds a introducdo da
ampicilina como mecanismo de acdo as Enterobacteriace, tornou-se um problema de saude
publica, porque iniciou-se a transferéncia por plasmideos de genes B-lactamicos de

resisténcia, codificando 2 importantes enzimas, a B-lactamases de serina temoniera (TEM) e

sulthydryl variable (SHV).

Ainda segundo LOUREIRO et al. (2016), em conjunto com a introducdo do
mecanismo de acdo cefalosporina de terceira geracdo, foram identificados genes mutados de
TEM e SHV principalmente nas espécies Klebsiella spp e Escherichia coli, ampliando o
mecanismo de resisténcia em relacdo as B-lactamases, denominado por ESBL (Extended

Spectrum B-lactamases).

A partir deste amplo espectro houve o surgimento de duas familias de enzimas
B-lactamases de grande importancia quando relacionada a resisténcia, sendo a cefotaximases
Munich (CTX-M) a familia que mais conseguiu se disseminar por todos os continentes do
mundo e as enzimas carbapenemases, que devido ao aumento do uso do carbapenemos

resultou no aumento da disseminagéo da resisténcia a ele (JUNG et al., 2017).
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42.1 RESISTENCIA BACTERIA Escherichia coli

As bactérias Escherichia coli patogénicas apresentam em sua estrutura genes de
resisténcia e multirresisténcia que auxiliam em sua maior sobrevivéncia e consequentemente
maior compartilhamento destes genes de resisténcia a antimicrobianos (LOUREIRO et al.,
2016).

De acordo com o artigo por VASCONCELOS et al. (2010), em analise de resisténcia
antimicrobiana da bactéria E. coli ha a susceptibilidade da bactéria em relacdo aos principais
antimicrobianos: Ampicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 pg), Cefoxitina (30 pg),
Ciprofloxacina (5 pg), Imipinem (10 pg), Nitrofurantoina (300 pg), Sulfazotrin (25 pg) e
Tetraciclina (30 pg).

Em estudo realizado por MAAL-BARED et al., 2013 no Canada, que efetuou a
avaliagdo de perfil antimicrobiano em corpos d’agua proximos a crescimento de bovinos em
sedimentos e biofilmes localizados em pedras a beira rio, mostra além da susceptibilidade
desses antimicrobianos a resisténcia a eles, que também é favorecida no ambiente aquatico,
ambiente no qual a E. coli é bem adaptada, sendo utilizada inclusive como indicador de

qualidade da 4gua conforme jé citado.

O estudo de VASCONCELOS et al., 2010 em especifico realizou com o teste com um
total de 43 cepas de E. coli provenientes do Acude Santo Anastacio (Ceard) através do
crescimento da colénia em meio TSA, posteriormente testagem de turbidez em 0,5 da escala
McFarland aferida em espectrofotdmetro, semeadura em agar Mueller-Hinton e por altimo
insercdo dos antimicrobianos e analise da sensibilidade através dos halos formados entre
bactéria e antimicrobiano, classificando-as como sensivel, intermediaria e resistente. Sendo
este método denominado antibiograma, amplamente utilizado para anélise de resisténcia

microbiana.

Em ambos a E. coli apresenta maior resisténcia respectivamente a ampicilina,
tetraciclina, sulfonamidas, quinolonas e por ultimo nitrofurantoina, bem como a apresentacédo
de multirresisténcia para tais, principalmente a Tetraciclina, mostrando a importancia de
haver anélises constantes nos corpos d’agua, que sdo resultantes de descarte por empresas,
hospitalar ou doméstico contribuindo para o aumento dela (VASCONCELOS et al., 2010;
MAAL-BARED et al., 2013).
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Outro estudo por RAMADAN et al., 2020 que estuda resisténcia antimicrobiana e
diversidade genética de E. coli também apresentou como resultados uma maior resisténcia a
ampicilina, tetraciclina, sulfamidas e estreptomicinas, respectivamente, em isolados de
humanos, carcacas de carnes bovinas e carne de aves adquiridos em supermercados e

acougues no Egito.

Estes estudos abordados apresentam resultados aos quais a resisténcia de E. coli a
antimicrobianos é maior em tipos especificos como ampicilina e tetraciclina podendo ser
relacionados a seu uso mais frequente e comum principalmente para animais de consumo que
acabam por, em contato com a agua ocasionar a ampliacdo desta resisténcia
(VASCONCELOS et al., 2010; RAMADAN et al., 2020 e MAAL-BARED et al., 2013).

Além disso, ambos estudos por RAMADAN et al., 2020 e MAAL-BARED et al.,
2013 propuseram que a maior resisténcia microbiana apresentada estd na agua e nos
biofilmes especificos de E. coli, associando a maior resisténcia microbiana a unido destas

bactérias.

Os autores MAAL-BARED et al., 2013 realizaram a andlise entre bactérias E. coli
sésseis e em biofilme e concluiram que além de maior resisténcia uma vez que estdo unidas, a
facilitacdo das trocas génicas também ocorre com mais facilidade e rapidez tornando-a
potencialmente multirresistente e mais dificil de ser inibido, acabando por tornar-se um

potencial risco para a saude publica.
4.3 BIOFILME

Os biofilmes bacterianos sdo definidos como seres planctdnicos que aderem a
determinada superficie, envolvidos em uma matriz extracelular polimérica hidratada (EPS)
sintetizada por eles mesmos iniciando a formagao do biofilme (FANG et al., 2018).

Universalmente o biofilme é dividido em 5 etapas do ciclo de formacdo. A primeira
etapa consiste na fixacdo que pode ocorrer rapidamente ou ndo com o auxilio de sinais
ambientais caracteristicos das respectivas espécies por crescimento logaritmico. Estes sinais
estdo relacionados a todas as condigdes necessarias para o desenvolvimento dos organismos,
disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura entre outros (FANG et al., 2018).

Os biofilmes estdo mais suscetiveis a serem formados em superficies irregulares

(Figura 1) devido ao dificil acesso de fatores externos que possam remové-lo, além disso,
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selecionam locais hidrofobicos, como por exemplo no caso de materiais teflon e plasticos
(APARNA et al., 2008; FANG et al., 2018).

Apds a fase I, a fase Il € tém inicio e é definida pela agregacdo das células
planctonicas por meio da comunicacdo por sinais quimicos, célula a célula, até um limite
inicial (quorum sensing), e a partir deste ocorre a ativacdo de mecanismos geneéticos
relacionados a producdo do exopolissacarideo (EPS) s&o ativados (APARNA et al., 2008;
FANG et al., 2018).

Desta forma inicia-se a retencdo de nutrientes e células plancténicas, tornando-as
menos moveis e mais agregadas, até a formagdo de camadas, definido por maturacdo | e
considerado o estagio Il da formacdo dos biofilmes. Ja no estagio IV ocorre a denominada
maturacdo 11, estd definida pelo crescimento de camadas bacterianas visando o alcance de
uma espessura média de 100mm (APARNA et al., 2008; FANG et al., 2018).

E por ultimo, no estagio V, ocorre a fase de dispersdo, nela, bactérias podem
desenvolver o fendtipo planctonico seja para sobreviénvia a nivel plancténico quanto para a
formac&o de um novo biofilme (APARNA et al., 2008; FANG et al., 2018), conforme Figura
2 apresenta todas as fases do ciclo de formacao de um biofilme:

Figura 2: Conceitualizacdo e comportamento do biofilme
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Fonte: HALL-STOODLEY, 2004. A imagem mostra as principais caracteristicas estruturais
no biofilme, traduzidas por: 1 - A fome pode induzir as bactérias a encolher e adotar um
estado semelhante a esporos, conhecido como ultra microbactérias, que esperam na &gua,
solo, rocha ou tecido até que as condi¢Bes sejam adequadas para o crescimento ativo; 2-
Bactérias ativas podem se anexar a quase qualquer superficie. Mudancgas no gene expressao
transformar ‘nadadores’ em 'Adesivos' em minutos; 3- Bactérias anexadas se multiplicam e
envolver as colonias com uma matriz viscosa; 4- Nutrientes se difundem na matriz; 5- A
proximidade das células na matriz facilita a troca de sinais moleculares que regulam o
comportamento; 6- Gradientes quimicos criam microambientes para diferentes espécies
microbianas ou niveis de atividade; 7- Embora os antimicrobianos danifiguem as camadas
celulares externas, a comunidade do biofilme é resistente; 8- Impulsionadas por forcas de
cisalhamento, as células agregadas podem se desprender, ou rolar ou ondular ao longo de
uma superficie em folhas e permanecer em seu estado de biofilme protegido (HALL-
STOODLEY et al., 2004).

Segundo LANDINI et al., 2010, o fato de a bactéria viver em biofilme possibilita sua
maior troca genética e protecdo do que estaria se estivesse em formato plancténico, deixando-
as mais resistentes a antimicrobianos, o que dificulta, em casos de bactérias patogénicas o
tratamento efetivo de infecc¢Oes bacterianas, principalmente devido a constante introducdo de
antimicrobianos nestes tratamentos.

Para HALL-STOODLEY et al., 2004 os biofilmes possuem em suas fases iniciais
mecanismos quimicos que auxiliam no desenvolvimento dele. Além disso, pode ser
determinante ao desenvolvimento dos mesmos a interacdo que ocorre entre ambiente e
bactérias, que seriam as alteracdes genéticas propriamente ditas e que refletem diretamente na
estrutura a ser formada e até mesmo a diferenca de dindmica entre biofilmes.

Em relacdo a sua dinamica de disperséo os biofilmes podem apresentar trés diferentes
estratégias que fundamentam a dindmica de dispersdo, sendo dispersdo por aglutinacéo,

disperséo superficial e dispersdo por semeadura (FANG et al., 2018).
43.1 BIOFILME de Escherichia coli

O biofilme de Escherichia coli é considerado uma das maiores causas de infeccOes
gastrointestinais, trato urinério e de dispositivos médicos, tais como cateteres uretrais e
intravasculares, articulagdes e enxertos protéticos (SHARMA et al., 2016; MAAL-BARED et
al., 2013).
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O principal fator de comunicacéo entre as bactérias E. coli € o quorum sensing, que
atraves da secrecdo de substancias auto indutoras (Al) para 0 meio extracelular, e ao atingir a
densidade suficiente inicia-se a maturacdo do biofilme. A Al também auxilia as células
bacterianas na secrecdo de fatores de viruléncia, modulagdo da resposta imune do hospedeiro
e facilitar as trocas e mudancas genéticas tornando-o mais resistente a antimicrobianos
(FANG et al., 2018).

Para biofilmes de E. coli, principalmente uropatogénicos, existem fatores especificos
de viruléncia voltados a fixacdo dele no hospedeiro, sendo adesinas fimbriais, toxinas
(hemolisina e fator necrotizante citotoxico), sideroforos (sistema de aerobactina) e
polissacarideo capsular, vinculados a transferéncia genética por elementos moveis
(SHARMA et al., 2016; FANG et al., 2018).

O crescimento e desenvolvimento do biofilme de E. coli se d& basicamente no mesmo
formato descrito anteriormente, basicamente adesdo inicial, primeira etapa de maturacéo,
segunda etapa de maturacdo e dispersdo. Havendo especificidades relacionadas a ela nas
etapas de maturacdo (PAKBIN et al., 2021).

Na maturacdo inicial do biofilme, ocorre a repressdo flagelar das bactérias, para que
consigam aderir a superficie que ira se estabelecer, isso € desempenhado por moléculas de
acido ciclico-diguanilico (c-di-GMP), que atuam na mudanca da célula de movel para séssil,

aumentando seus niveis conforme adesdo do biofilme (SHARMA et al., 2016).

Outros constituintes das E. coli, atuam como adesivos, fimbrias (ou pili), atuando para
que se torne irreversivel a separacdo entre elas e sdo codificadas pelo gene fim e csg que sdo
as estruturas extracelulares que se ligam as proteinas da matriz extracelular (MAAL-BARED
etal., 2013; PAKBIN et al., 2021).

Os genes fundamentais para a formacdo do biofilme s&o respectivamente, csgD que
atua que atua na regulacédo da producéo da fimbria curli e atua positivamente na regulacdo de
stress e formacgdo em si dele, e em segundo o gene bcsA operon que atua na formacdo da

camada externa de protecdo quimica e mecénica das células (SHARMA et al., 2016).

Na maturagdo propriamente dita, apos a adeséo inicial, inicia-se o desenvolvimento do
biofilme por meio de interagdo célula a célula e por meio do EPS. A matriz extracelular nos

biofilmes sdo o que os diferenciam de bactérias sésseis, sendo formados em sua maioria por
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agua, polimeros extra poliméricos, proteinas, acidos nucleicos, nutrientes, lipidios e outros
metabolitos (FANG et al., 2018).

De acordo com SHARMA et al. (2016), o biofilme de E. coli é formado pelos
seguintes exopolissacarideos: polimero B-1, 6-N-acetil-D-glucosamina (PGA) que atua
mediacdo célula a célula, celulose responsavel pela rigidez, &cido colanico, lipopolissacarideo

e capsulas que atuam todos na protecao e fortalecimento fisico dele (SHARMA et al., 2016).

Ainda segundo SHARMA et al. (2016), os lipolissacarideos (antigeno LPS O) e
polissacarideos capsulares (antigeno polissacarideo K) na matriz também atuam em seu
desenvolvimento, através da facilitacdo interativa entre as células bacterianas e o ambiente
(SHARMA et al., 2016).

O quorum sensing e Al conforme citados anteriormente, desempenham um papel
extremamente relevante na estruturacdo, ordenacdo, transferéncia de genes e funcionamento.
A Al especifico, possui dois tipos, All e Al2, sendo as moléculas de Al-1 sdo lactonas de N-
acil-homoserina (AHL) e Al-2 é um diéster de furanosil borato exclusivo (SHARMA et al.,
2016; FANG et al., 2018).

A Al-1 ¢ codificado pelos genes luxl e luxR, que atuam na sintese e regulacdo de
resposta, respectivamente. A bactéria E. coli ndo sintetiza AHL, porém ¢ capaz de codificar a
sdiA, sensor de Al-1, expressando 0s genes uvrY e csrA, que resultam positivamente no
aumentam a formacdo de biofilme, motilidade e viruléncia de E. coli (SHARMA et al., 2016;
FANG et al., 2018).

Ja o Al-2 é responsavel pelo quorum sensing (comunicacdo) entre espécies e na
prépria espécie. Estudos demonstraram que o regulador de QS de motilidade (MgsR) auxilia
no ganho de biomassa, movimento flagelar e motilidade ((SHARMA et al., 2016; FANG et
al., 2018).).

Além disso, possui vinculos com componentes do biofilme que codificam o regulador
de resposta e motilidade em E. coli através do regulon mestre flnDC que mais tarde estimula
MotA e FliA levando a formagéo de biofilme por gseB e sintese da cinase do sensor, gseC
(SHARMA et al., 2016).

Outro fator importante do comportamento e funcionamento do biofilme é relacionado

aos genes de stress e resisténcia a antibioticos, principalmente voltados as bactérias
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patogénicas que visam sua protecdo a ambiente e compostos agressivos a eles (MAAL-
BARED et al., 2013; PABKIN et al., 2021).

Existem proteinas, bem como no processo de comunicacdo entre células que sdo
responsaveis por esta protecdo a antibioticos. As proteinas as YcfR / BhsA que atuam na
resisténcia do biofilme a &cido, calor, perdxido e cadmio e Hfq relacionado a formacdo de

biofilmes patogénicos relacionados ao trato urinario (BORGES et al., 2012).

Ja em relacédo ao sistema gastrointestinal, biofilmes de E. coli presentes neles possuem
0 gene ymgB que é responsavel por produzir a proteina AriR que confere resisténcia acida

para que ela sobreviva no baixo pH do estdmago (BORGES et al., 2012).

A resisténcia ao estresse possui um gene e profago (bacteri6fago) principais e
especificos voltados a ele, sdo eles: 0 gene rpoS que codifica o fator sigma S que regula a
resposta ao estresse e 0 profago DLP12 que € capaz de induzir a resisténcia ao estresse em
biofilmes (BORGES et al., 2012). A Tabela 2 a seguir apresenta todos 0S outros genes

voltados a resisténcia do stress e aos antibioticos.

A dispersdo do biofilme de E. coli é dada pela degradacdo enzimatica da matriz do
biofilme e alteracdo do quorum sensing quanto aos recursos oferecidos forcando a separacéo.
Nesta separacao dois componentes das bactérias E. coli patogénicas atuam na segregacao, sao
o pili tipo 1V e fimbrias agregativas, sendo assim cruciais para processos relacionados a
inibicdo e separagéo deles (MAAL-BARED et al., 2013; SHARMA et al., 2016).

Portanto, o conhecimento em torno do biofilme de E. coli possibilita a identificacdo
de meios de construcdo e fortalezas até seu estabelecimento e dispersdo, em contrapartida
esse aspecto auxilia em estudos relacionados a como inibir ou impedir a formacdo do

biofilme dela.

4.4 ESTRATEGIAS DE INIBICAO DO BIOLFIME DE Escherichia coli

As estratégias de contencgdo do biofilme de E. coli sdo fundamentais devido as sérias
infeccGes que podem ser causadas por ele, sendo assim estratégias tém sido desenvolvidas
trabalhando em estudos que possibilitem a eliminacdo ou desagregacdo das células
constituintes do biofilme (MAAL-BARED et al., 2013).

Um constituinte celular fundamental e objeto de estudos para a formacéo interacdo e
adesdo no biofilme é o pili, que atua de forma extracelular célula a célula. Mais

especificamente o pili tipo 1, possui a adesina FimH, que auxiliam na viruléncia e resisténcia
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da infeccdo. Portanto se torna um alvo que pode auxiliar na retencdo do biofilme de E. coli
(SHARMA et al., 2016).

O meétodo levantado pelo estudo de BORGES et al., 2012 propde ga utilizacdo de
fagos, que sdo vantajosos por estarem presentes em grande quantidade em hospedeiros,
podem ser isolados e podem sofrer mutagGes com facilidade o que possibilita a atuagdo em
bactérias que possuem alta taxa de mutacdo. Esta alternativa tem sido utilizada para bactérias

menos complexas para dispositivos hospitalares (BORGES et al., 2012).

Outro método por fitoterapia tornou-se uma alternativa para a inibi¢do do crescimento
microbiano de forma natural, sendo vantajoso por ndo auxiliar na resisténcia a ele, os fitos
quimicos como 7-hidroxicumarina (7-HC), indol-3-carbinol (I13C), acido salicilico e saponina
apresentaram inibicdo no crescimento de cultura de bactérias E. coli plancténicas e
diminuiram o reduziram o crescimento de seu biofilme. J& os fitos quimicos 13C e 7-HC
apresentaram resultados quanto a inibicdo do quérum sensing no biofilme de E. coli
(BORGES et al., 2012).

A utilizacdo de Probidticos, Prebidticos, Sinbidticos e Pds bidticos tém sido uma
alternativa aos antibidticos no tratamento de infeccbes em aves de criadouro, tais quais
bacilos e fungos no caso dos probidticos e prebridticos, que atuam no aumento da microbiota

intestinal (Lactobacillus) enquanto reduz patégenos nocivos (SWELUM et al., 2021).

Quanto aos Sinbidticos sdo o conjunto de Probidticos e Prebidticos que em conjunto
tornam-se mais potentes, este estudo reportou beneficios quanto ao tratamento inicial, com
efeitos positivos quanto melhora na microbiota do hospedeiro, tém sido feitos tanto para aves

quanto outros animais de producdo (SWELUM et al., 2021).

J& os pos bidticos sdo mais recentes, e se referem aos fatores sollveis (produtos ou
subprodutos metabdlicos) secretados por bactérias vivas ou liberados ap6s a lise bacteriana
(que podem ser: enzimas, peptideos, &cidos teicoicos, muropeptideos derivados de
peptidoglicanos, polissacarideos, proteinas da superficie celular e &cidos organicos). Atuam
de forma a melhorar a saide do hospedeiro por meio do aprimoramento de varias funcdes
fisiologicas (AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Para animais de producdo uma alternativa ja existente € a vacinagdo, que atua na
inibicdo da E. coli, onde ocorreria a inibicdo do gene aroA um dos responsaveis pela

expressao da viruléncia. Porém ainda é um desafio, porque somente a inativacdo da
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viruléncia ndo seria suficiente para a manifestacdo da doenca em si alem disso, existem
processos a serem trabalhados a fim de evitar lesbes e efeitos colaterais a elas e ao posterior
consumidor daquela carne (SWELUM et al., 2021).

Porém, de acordo com JOFFRE et al., 2021 ¢ O’NEILL et al., 2014, a proposta de
reducdo deveria ter inicio imediatamente visando a diminuicdo da utilizacdo de
antimicrobianos para tratamento de infeccdes por E. coli, pois a doenca dianorreica em si
causada por ela pode ser tratada com métodos mais simples do que a insercédo de antibidticos
desfavorecendo e desacelerando os fatores de viruléncia e resisténcia causados por eles
(JOFEFRE et al., 2021; O’NEILL et al., 2014).

Portanto, com esta reducdo de utilizagdo de antimicrobianos desenfreadamente como
ocorre atualmente, O’NEILL et al., 2014 prevé a diminui¢do de possiveis mortes causadas
por resisténcia e multirresisténcia para os proximos anos, dada principalmente nos paises
emergentes onde a incidéncia de casos é maior, hoje o indicativo é de aumento de casos e
mortalidade principalmente infantil. Dado que, quanto menor a utilizacdo de antimicrobianos
mais desacelerado é o processo de mutacdo e resisténcia, deixando o0 processo 0 mais

préximo do natural.

5. CONCLUSAO

A bactéria E. coli é de suma importancia no quesito de relevancia global, pois atua
como modelo gram-negativa, indicador de qualidade da agua, na participacdo do sistema
gastrointestinal dos seres vivos e quanto se trata de salde para as cepas patogénicas

causadoras de diarreia em humanos.

Estudos no aspecto genético da bactéria E. coli sdo bem fundamentados, havendo
identificacdo de seus fatores de viruléncia, transmissao de genes e formacdo de biofilmes
capazes de auxiliar no mapeamento cada vez mais profundo de novas variacdes e
consequentemente alternativas de inibicdo, além do acompanhamento da resisténcia dela a

antimicrobianos.

Os biofilmes tornam-se um desafio para a satde publica uma vez que auxiliam a taxa
elevada de trocas genéticas, porém as alternativas disponiveis atualmente em conjunto com
iniciativas globais feitas de forma eficaz tendem a desacelerar a intensidade de mutacGes e

atuar na diminuigdo da mortalidade para doencas dianorreicas.

Desta forma o objetivo geral deste trabalho foi atingido com o levantamento
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bibliografico de estudos em torno do tema Escherichia coli, resisténcia microbiana, biofilme e
controle, trazendo aspectos importantes de compactar os principais pontos relacionados a ele.

6. CONSIDERACOES FINAIS

As iniciativas combinadas a conscientizacdo das pessoas no geral quanto ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, os produtores de animais de producdo e érgdos médicos
também contribuirdo com este objetivo, porém o alerta seria a realizacdo destas acGes 0 mais

rapido possivel a fim de evitar piores resultados, populacionais e econdmicos.

Os avangos para descobertas de identificacdo, comportamento, prevencdo e até
mesmo eliminacdo dos biofilmes de E. coli visam a prevencdo de possiveis crises sanitarias, €
possivel verificar que o microrganismo por estar em constante evolucdo e sele¢do natural,
entende-se que ndo sera extinto, porém pode ser controlado a fim de manter o equilibrio entre

sociedade e E. coli.
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