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Resumo

A resisténcia aos antibiéticos tem tido um impacto a nivel global cada vez maior. O
uso de antibidticos na producdo animal iniciou-se desde cedo, mostrando-se importante
para a sustentabilidade da producéo animal e para o controlo de infecdes. O uso excessivo

ou indevido de antibidticos levou ao aparecimento de isolados resistentes.

Existe uma sobreposi¢do substancial entre os medicamentos necessarios para uso
humano e os atualmente utilizados na produg¢éo animal, ou seja, sdo utlizados na producao

animal varios antibiéticos medicamente importantes para a sautde humana.

Neste estudo foram adquiridas amostras de carne de aves e suino de diferentes
origens, nomeadamente, hipermercados, comércio local e producdo “caseira”’, com o
objetivo de pesquisar bactérias de Gram negativo resistentes aos antibiéticos B-lactamicos

e nao B-lactamicos.

Todos os isolados selecionados mostraram resisténcia a diversas classes de
antibioticos, penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas e tetraciclinas. A caracterizagéo
molecular mostrou isolados de E. coli produtores de ESBLs do tipo TEM, OXA e CTX-M
grupo 9, e genes de resisténcia as fluoroquinolonas gyrA, parC e acc(6’)-Ib-cr.

E de extrema importancia que a resisténcia aos antibiéticos seja interpretada numa
perspetiva “One Health” de modo a perceber que tudo esta interligado, animais, humanos
e 0 ambiente e que a resisténcia é transmitida de animais para humanos e vice-versa e

gue o meio ambiente € um elo de ligacdo entre ambos.

Palavras Chave: resisténcia aos antibidticos, producédo animal, bactérias Gram negativo,

B-lactamases, “One Health”



Abstract

Antibiotic resistance has had an increasing impact globally. Use in animal production
started early, and is important for the sustainability of animal production and for the control
of infections. Overuse or misuse of antibiotics has led to the emergence of resistant isolates.

There is a substantial overlap between the medicines needed for human use and
those currently used in animal production, so several antibiotics that are medically important

for human health are used in animal production.

In this study meat samples were obtained from poultry and swine from different
sources, namely, hypermarkets, local commerce and “home-grown” production, with the
objective of researching Gram negative bacteria resistant to B-lactam and non B-lactam

antibiotics.

All selected isolates showed resistance to different classes of antibiotics, penicillins,
cephalosporins, fluoroquinoles and tetracyclines. Molecular characterization showed E. coli
isolates producing TEM, OXA and CTX-M group 9 ESBLs, and gyrA, parC and acc(6')-1b-

cr fluoroguinolone resistance genes.

It is extremely important that antibiotic resistance is interpreted from a “One Health”
perspective to understand that everything is interconnected, animals, humans and the
environment and that resistance is transmitted from animals to humans and vice versa and

that the environment is a link between them.

Keywords: antibiotic resistance, animal production, Gram negative bacteria, 3-lactamases,

“One Health”
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Introducéo

1. Os antibiéticos e as utilizacdes na producdo animal

Um dos maiores avancos na histéria da medicina €, sem divida, a descoberta dos
antibiéticos, estes fazem parte da existéncia humana desde a década de 1940, permitindo-
nos alcancar melhorias extraordinarias na medicina humana e veterinaria (Rushton,
Ferreira, & Katharina D. C. Stark, 2014). O uso de antibiéticos na producdo animal iniciou-
se desde cedo, mostrando-se importante para a sustentabilidade da produg&o animal e
para o controlo de infecdes. O uso excessivo ou indevido de antibiéticos levou ao

aparecimento de isolados resistentes (Economou & Gousia, 2015).

A populagdo mundial tem vindo a aumentar encontrando-se neste momento com
cerca de 7,5 bilides de pessoas (The World Bank, 2019). A ONU - Organizacao das Na¢bes
Unidas prevé que em 2100 a populagdo aumente para 11,2 bilibes (Organizacdo das
Nacoes Unidas, 2019). O aumento da populagcdo mundial e a mudanca das populagdes
para os centros urbanos é um determinante pela cada vez maior procura de proteina animal
(Dyck & John, 2001; FAO, 2006). Estes habitos alimentares exigem mudancas na forma
como 0s animais sdo criados, sendo a sua producdo maior, mais rapida, e cada vez mais
animais sdo mantidos em sistemas de producao intensiva, sendo este tipo de producéo
caracterizado pelo confinamento de animais (incluindo aves, suinos e bovinos) (Grace,
2015; Coyne et al., 2019; Graham, Boland, & Silbergeld, 2007). Este tipo de producdo
intensiva requer o uso de antibidticos para garantir a saude animal, manter a produtividade
e o lucro, levando consequentemente ao aumento da resisténcia (Van Boeckel et al., 2015;
Coyne et al., 2019). A producéo intensiva de animais para alimentacdo humana, levou a
utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento, assim a utilizacdo de doses
sub-terapéuticas, promove um crescimento mais rapido ajudando o animal a atingir o peso
necessario para entrar no mercado em menor tempo. Como qualquer tipo de uso indevido
de antibioticos, a utilizacdo como promotores de crescimento, aumenta a possibilidade de
as bactérias virem a desenvolver resisténcia (Allen, 2014; O’Neill, 2015). Na UE - Uniédo
Europeia, a autoriza¢do de introdu¢do no mercado para todos os antibiéticos promotores
de crescimento foi retirada em janeiro de 2006 como resposta as crescentes preocupacdes
sobre resisténcia e eficicia reduzida. Nos Estados Unidos a Food and Drug Administration
(FDA) introduziu novas regras em janeiro de 2017 exigindo que os agricultores obtenham
prescricdes para todos os antibiéticos e proibindo o uso como promotores de crescimento
( OECD, 2014; FDA, 2017).
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Introducéo

Na producdo de animais para alimentagcdo os antibiéticos podem ser usados para:
fins terapéuticos (tratamento de animais doentes); profilaxia (administrados para
prevencdo de doencas, mesmo ndo apresentando sinais clinicos); ou metafilaxia (no caso
de doencas infeciosas, geralmente o lote inteiro € tratado para prevenir a disseminacéo da

doenca, apesar de haver sintomas clinicos em apenas em alguns animais) (OECD, 2014).

Existe uma sobreposi¢do substancial entre os medicamentos necessarios para uso
humano e os atualmente utilizados na produc¢éo animal, ou seja, sdo utlizados na producéo
animal varios antibioticos medicamente importantes para a sadde humana. Segundo a
FDA, nove classes de antibiéticos que sdo medicamente importantes para a saude
humana, nomeadamente, aminoglicosideos, anfenicois, cefalosporinas, fluoroquinolonas,
lincosamidas, macrdlidos, penicilinas, sulfonamidas e tetraciclinas séo utilizados na
producéo animal (FDA, 2018). Na Europa e segundo a EMA - European Medicines Agency,
os antibitticos mais vendidos para a produgéo animal s&o as tetraciclinas (32%), penicilinas
(26%) e as sulfonamidas (12%) (EMA, 2018).

Os antibioticos de uma classe tém uma estrutura quimica, modo de acéo e alcance
de eficacia semelhantes. As bactérias que possuem um mecanismo de resisténcia a um
antibiético tém maior probabilidade de desenvolver resisténcia a um antibidtico que
pertenca a mesma classe. Portanto, mesmo que um antibiético especifico seja usado em
animais e ndo em pessoas, a resisténcia ao antibiético de uso animal também pode conferir
resisténcia a um antibiético de uso humano (Compassion in World Farming, 2011). Como

€ 0 caso dos seguintes exemplos:

L o o Antibiético relacionado
Classe de antibiotico Antibidtico usado em animais .
utilizado em humanos

Fluoroquinolonas Enrofloxacina Ciprofloxacina

Cefalosporinas de 3° geragao ] )
o Ceftiofur Cefotaxima
(B-lactéamico)

Tabela 1- Exemplos de como antibiéticos usados em animais podem causar resisténcia a medicamentos
usados em humanos. ADAPTADO DE (Compassion in World Farming, 2011)

2. A resisténcia aos antibiéticos

Os antibidticos sao agentes quimicos utilizados para prevenir ou combater infe¢des
bacterianas, tendo a capacidade de eliminar microrganismos ou de impedir o seu

crescimento e multiplicagdo, sem produzir efeitos toxicos para o homem ou para 0s
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Introducéo

animais. Estes compostos podem ter uma origem natural, sendo, maioritariamente,
produzidos por fungos e bactérias, ou uma origem totalmente sintética. De acordo com a
sua atividade, os antibiéticos podem ser divididos em bactericidas, se a sua ac¢do provoca
a morte bacteriana, ou em bacteriostaticos, se apenas inibem a multiplicacdo e o
crescimento dos microrganismos (Kohanski, Dwyer, & Collins, 2010). As bactérias sao
resistentes na medida em que se adaptam rapidamente em resposta a mudanc¢as no seu
ambiente. Na prética, a resisténcia reduz a eficacia de um antibiético na prevencéo ou
tratamento de uma infecdo causada pelo microrganismo, aumentando assim a
morbimortalidade e, consequentemente, levando a custos econémicos mais elevados para

os produtores (Morel, 2019).

2.1 Vias de circulagdo da resisténcia aos antibiéticos entre humanos e
animais para alimento e o ambiente — Perspetiva “One Health”

A resisténcia aos antibitticos é reconhecida como um desafio “One Health” devido
ao rapido surgimento e disseminacdo de bactérias e genes resistentes entre seres
humanos, animais e o meio ambiente, em escala global (Rousham, Unicomb, & Islam,
2018). E fundamental compreender a ligagdo que existe entre humanos, animais e o
ambiente e o impacto que esta ligacdo tem na transmissao da resisténcia aos antibioticos.
Assim, existem trés principais vias de transmissao entre humanos e animais e vice-versa:
contacto direto entre humanos e animais; a cadeia alimentar; o meio ambiente, com foco

nos locais de producéo agricola.

2.1.1 Transmissado da resisténcia aos antibiéticos de animais para
humanos por contacto direto

O contato direto ocorre apos a exposi¢cdo de humanos a animais e substancias
biol6gicas (sangue, urina, fezes, leite, saliva e sémen) levando a rapida e facil
disseminacdo de bactérias resistentes de hospedeiro para hospedeiro. Trabalhadores
expostos, como veterinarios, agricultores, trabalhadores de matadouros e manipuladores
de alimentos, bem como aqueles que estdo diretamente em contato com o0s animais,
correm alto risco de serem colonizados por bactérias resistentes a antibiéticos (Founou,
Founou, & Essack, 2016). Deste modo os trabalhadores colonizados podem facilmente
transmitir para os familiares, formando assim um canal favoravel para a transmissdo de
genes de resisténcia para a comunidade em geral e também em hospitais onde é possivel

uma maior e mais facilitada disseminacgéo da resisténcia (Marshall & Levy, 2011).
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2.1.2 Transmissado da resisténcia aos antibiéticos de animais para
humanos através da cadeia alimentar

A via de transmissdo mais comum € através dos alimentos, em que as bactérias
colonizam o trato intestinal do hospedeiro. O uso excessivo de antibidticos na
producdo animal leva a que estes fiqguem colonizados com bactérias resistentes
(Morel, 2019). Por vezes produtos alimenticios de origem animal podem estar
contaminados com bactérias resistentes aos antibidticos. Geralmente a
contaminacdo resulta do contacto com material fecal se a carne nao for
corretamente manuseada durante o abate e a retirada das visceras. E também de
notar que a carne infetada pode também contaminar outros alimentos em cozinhas
domeésticas ou em restaurantes via contaminagdo cruzada (Compassion in World
Farming, 2011). Outros alimentos como frutas e vegetais podem ser contaminados
com bactérias resistentes provenientes de adubos que contenham fezes dos
animais e aguas utilizadas para rega que estejam também elas contaminadas
(CDC, 2015).

2.1.3 Transmissao daresisténcia aos antibiéticos para o ambiente via
animais e humanos

Uma proporgdo dos medicamentos utilizados na medicina humana e veterinaria
acabam por ser excretados para o meio ambiente chegando as estacdes de tratamento de
aguas residuais. Estas ndo se encontram preparadas para a remogdao total dos principios
ativos dos antibioticos ou para a inativacao de genes de resisténcia (Morel, 2019). Baixos
niveis de antibidticos nas aguas residuais podem gerar adaptagéo de algumas estirpes de
bactérias tornando-as resistentes o que pode ter como consequéncia aumento da

proliferacdo da resisténcia aos antibiéticos (Gullberg et al., 2011).
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Exemplos de como a resisténcia se propaga
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Figura 1 - Disseminag&o de bactérias resistentes aos antibioticos em diferentes nichos e transmissdo para o0s
humanos. ADAPTADO DE (CDC, 2015)

3.Antibiéticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactamicos sao a classe de antibidticos mais utilizada (Karen Bush
& Bradford, 2016). Alexander Fleming notou pela primeira vez a natureza antimicrobiana
da penicilina em 1928, mas o primeiro ensaio clinico s6 foi efetuado em 1940, marcando a
descoberta do primeiro antibiético B-lactamico. Neste grupo, incluem-se as penicilinas, as
cefalosporinas de 18, 23 32 42 e 52 geracdo, 0s carbapenemos, os monobactamos e os
inibidores de B-lactamases (K. Bush, 2012; Fernandes, Amador, & Prudéncio, 2013).
Caracterizam-se pela presenga comum de estrutura ciclica, denominada anel 3-lactamico,
constituido por trés atomos de carbono e um atomo de azoto, com cadeias laterais que
determinam propriedades farmacocinéticas e antibacterianas das diferentes classes (Zeng

& Lin, 2013).
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Figura 2 - Estrutura quimica representativa dos quatro grupos de antibioéticos B-lactamicos ADAPTADO DE.

(Lumen Learning, 2019) Legenda: A - penicilinas; B - cefalosporinas; C - monobactamos; D - carbapenemos

Assim, todos os antibidticos B-lactdmicos desempenham a sua atividade
antibacteriana promovendo a inibicdo da sintese de parede celular bacteriana. Mais
concretamente, é inibida a sintese da camada de peptidoglicano da parede celular. Os
alvos primarios dos antibioticos B-lactamicos sdo as PLPs (Proteinas de Ligacdo a
Penicilina) ligam-se a estas covalentemente e blogueiam a sua a¢ao essencial na catélise
das ligagbes cruzadas dos polimeros de peptidoglicano (ligagbes interpeptidicas), acédo
necessaria a formacéo da parede. Esta ligagéo ocorre porque as moléculas dos antibioticos
funcionam como analogos da regido terminal do dipéptido D-Ala-D-Ala do peptidoglicano.
Apos ligacdo as PLPs ocorre a acilagdo da serina presente no sitio ativo das enzimas, o
que resulta ha sua inativagédo, conduzindo assim ao bloqueio da reagéo de transpeptidacdo
(K. Bush, 2012; Karen Bush & Bradford, 2016). As PLPs, que englobam as
carboxipeptidases, as endopeptidases e as transpeptidases, apresentam diferentes

afinidades para os varios antibioticos 3-lactamicos (Kohanski et al., 2010).

3.1 Mecanismos de Resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos

S&o quatro os mecanismos de resisténcia aos antibiéticos p-lactamicos, sendo que
podem atuar individualmente ou em conjunto de forma a aumentar e tornar mais eficaz a
resisténcia (Ruben et al., 2013; Zeng & Lin, 2013; Karen Bush & Bradford, 2016).

3.1.1 Modificacéo das PLPs

z

A interacdo entre antibiéticos e moléculas-alvo € um processo extremamente
especifico. Como tal, qualquer modificacdo na estrutura da proteina alvo, por mais pequena
gue seja, vai influenciar o processo de ligacdo do antibidtico. No entanto, desde que
permitam manter o seu funcionamento normal, podem contribuir para um fenétipo de

resisténcia a esse mesmo antibiético (Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2015).
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A reducédo da afinidade dos antibidticos as PLPs pode acontecer por diferentes
motivos. Uma das razGes € a mutacdo de genes que codificam as PLPs, conduzindo a
alteragdes estruturais que impedem a correta ligagdo do antibiético B-lactamico a proteina
alvo (Blair et al.,, 2015). Um exemplo bem estudado € o caso MRSA (Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina). A presenca do gene mecA codifica a proteina PLP2a,
responsavel por conferir o fenétipo de resisténcia a meticilina. Esta proteina é uma
transpeptidase, que atua na sintese do peptidoglicano, sendo diferente da produzida
endogenamente por S. aureus. Desta forma, a PLP2a esta associada a uma forte
resisténcia a antibidticos B-lactamicos, assegurando a sintese da parede celular na
presenca de uma concentracdo de antibiético, supostamente, letal, o que apenas é
possivel devido a manutencdo da atividade enzimética da PLP2a, uma vez que esta,
estando mutada, ndo se liga aos antibiéticos (Drawz & Bonomo, 2010; K. Bush, 2012;
Ruben et al., 2013; Blair et al., 2015; Karen Bush & Bradford, 2016; Kapoor, Saigal, &
Elongavan, 2017).

Outra forma de reduzir a afinidade é a alteracéo da estrutura do local alvo sem que
haja mutagcdes nos genes codificadores das PLPs. Um exemplo deste mecanismo é a
metilagdo do gene que codifica o0 16S rARN de forma a alterar o sitio de ligacdo e

impedindo, assim, a ligacdo dos antibiéticos (Blair et al., 2015).

Pode haver também a aquisi¢cdo de novas PLPs (Zeng & Lin, 2013). Este forma é a

mais comum em bactérias de Gram-positivo (K. Bush, 2012).

3.1.2 Alteracgéo das porinas

As bactérias de Gram negativo sdo por natureza menos permedaveis aos antibioticos
do que as bactérias de Gram positivo, pois a sua membrana externa forma uma barreira
de permeabilidade (Blair et al., 2015). A diminuicdo da expressdo de proteinas da
membrana externa, Outer Membrane Proteins (OMPs), também designados por canais de
porina, € um mecanismo de resisténcia. De modo a alcangar as PLPs, os antibidticos
hidrofilicos devem ser capazes de atravessar 0s canais de porina na membrana externa
das bactérias de Gram negativo, assim a diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa diminui a suscetibilidade aos antibiéticos. (Drawz & Bonomo, 2010). A reducao da
permeabilidade é alcancada pelo aparecimento de mutacdes e pela inser¢do de elementos
genéticos mdveis nos genes que codificam as porinas ou has sequéncias que regulam a
sua expressdo. Estes eventos podem ser responsaveis pela producdo de porinas com

menor atividade/maior seletividade e pela sub-regulagdo das porinas (Blair et al., 2015;
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Drawz & Bonomo, 2010). Algumas Enterobacteriaceae como por exemplo a Escherichia
coli exibem resisténcia aos carbapenemos com base na perda de OMPs. Dados recentes
mostraram que em Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp., as reducdes na expressao
de porinas contribuem significativamente para a resisténcia a antibiéticos como
carbapenemos e cefalosporinas, aos quais a resisténcia é geralmente mediada pela

degradacao enzimatica (Blair et al., 2015; Drawz & Bonomo, 2010).

A presséo exercida pela exposi¢do aos antibiéticos pode favorecer o aparecimento
de muta¢Bes nos genes da porinas, assim como nos genes que regulam a expressao das
porinas. Um estudo de Tangdén e colaboradores, 2013 comprovou que a exposi¢cao de
Escherichia coli a carbapenemos provocou altera¢des nos genes codificadores das porinas

levando a uma rapida acumulacédo dessas mutacgoes.

E importante notar que a interrup¢do das OMPs por si s6 nem sempre é suficiente
para produzir o fen6tipo de resisténcia e, normalmente, esse mecanismo é encontrado em
combinagdo com a expresséao de 3-lactamase (Doumith, Ellington, Livermore, & Woodford,
2009).

3.1.3 Mecanismos de efluxo

Bombas de efluxo séo proteinas membranares, codificadas no cromossoma ou em
plasmideos (ElI Salabi, Walsh, & Chouchani, 2013), que exportam ativamente 0s
antibidticos para fora da célula, de forma a manterem baixas concentragfes destas drogas
no seu interior. Estas bombas podem ser especificas para determinados antibidticos.
Porém, a sua maioria tem a capacidade de exportar antibiéticos de varias classes, sendo
designadas por bombas de efluxo que conferem multirresisténcia (MDR). Assim, este tipo
de mecanismo de resisténcia contribui, de forma significativa, para o desenvolvimento de
multirresisténcia aos antibiéticos (Drawz & Bonomo, 2010; Giedraitiene, Vitkauskiene,
Naginiene, & Pavilonis, 2011; Blair et al., 2015). Embora todas as bactérias possuam
multiplos genes que codificam bombas de efluxo de MDR nos cromossomas, alguns
desses genes sdo movidos para plasmideos que podem ser transferidos entre bactérias
(Ruben et al., 2013).

Existem dois tipos de bombas de efluxo: as bombas dependentes de ATP e as
bombas de transporte secundario, movidas por uma for¢a motriz proténica (PMF — Proton
Motive Force). H& quatro familias de bombas que usam forca motriz proténica: RND
(Resistance Nodulation Division), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small

Multidrug Resistance) e MATE (Multidrug and Toxic Compounds Extrusion). A Unica familia
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de bombas de efluxo que usa a energia da hidrélise do ATP é a ABC (ATP-binding cassette)
(El Salabi et al., 2013; Fernandes et al., 2013).

O tipo RND, bombas de efluxo que conferem multirresisténcia, sdo as mais
estudadas em bactérias de Gram negativo. Quando excessivamente expressas as bombas
RND conferem niveis de multirresisténcia relevantes e sdo capaz de exportar uma ampla
gama de compostos toxicos, incluindo antibidticos, biocidas e metais pesados (Guérin et
al., 2016). Estédo localizadas na membrana citoplasmética da bactéria, trabalham em
conjunto com uma proteina de fusdo da membrana (MFP — Membrane Fusion Protein) que
se estende pelo espaco periplasmatico e uma proteina de efluxo da membrana externa
(OEP — Outer membrane Efflux Protein). Essas trés proteinas (RND-MFP-OEP) formam
um complexo que pode mover um substrato (por exemplo, um antibiético) do interior da
bactéria para o exterior. O melhor caracterizado para esses complexos em E. coli é o
complexo AcrAB-TolC, no qual AcrB é o RND, AcrA é o MFP e TolC é o OEP. Estas trés
proteinas formam um complexo com a capacidade de transportar substratos do interior
para o exterior da célula bacteriana. Os exemplos melhor caracterizados séo 0s complexos
AcrAB-TolC e MexAB-OprM, presentes, respetivamente em E. coli e P. aeruginosa. Nestas,
AcrB e MexB sao as proteinas presentes na membrana citoplasmatica, o AcrA e MexA séo
as MFP e as proteinas TolC e OprM sao as OEP. Em P. aeruginosa, foi ainda demonstrado
que uma bomba de efluxo semelhante, o complexo MexEF-OprN, tem como substrato os
inibidores de B-lactamases (Ruben et al., 2013; Blair et al., 2015).

3.1.4 Producéo de B-lactamases

Identificadas em 1940, um ano antes da utilizacdo da penicilina, por Abraham e
Chain num isolado de Escherichia coli, representam o principal mecanismo de resisténcia
aos antibidticos B-lactamicos (Drawz & Bonomo, 2010; Tooke et al., 2019). A producgéo de
B-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia aos antibioticos em bactérias de
Gram-negativo (Giedraitiene et al., 2011; K. Bush, 2012; El Salabi et al., 2013). O termo -
lactamase refere-se as enzimas produzidas por microrganismos que hidrolisam o anel -
lactamico dos antibiéticos B-lactamicos, tornando-os inativos antes de atuarem nas PBPs
(Drawz & Bonomo, 2010; El Salabi et al., 2013). Devido a rapida evolucao e diversificacao
observada ao nivel da resisténcia a antibidticos por producao de B-lactamases, existem,
atualmente 4453 variantes conhecidas destas enzimas hidroliticas (http://www.bldb.eu/)
(Naas et al., 2019).

Assim, houve necessidade de organizar esta grande variedade de [-lactamases

utilizando uma nomenclatura bem definida. A classificacdo molecular de Ambler e a
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classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros representam o0s esquemas de
classificagdo das B-lactamases mais utilizados, fundamentados de acordo com a sua
estrutura primaria e sequéncia nucleotidica (Doumith et al., 2009; Drawz & Bonomo, 2010;
Giedraitiene et al., 2011; El Salabi et al., 2013; Tangdén et al., 2013; Guérin et al., 2016;
Naas et al., 2019; Tooke et al., 2019) (Tabela 2)

A classificacdo proposta por Ambler baseia-se na homologia das sequéncias de
nucledtidos e de aminoacidos das (-lactamases, agrupando-as em quatro classes: A, B, C
e D. As B-lactamases podem ser divididas em dois grupos, de acordo com o aminoacido
presente no sitio ativo: as metalo-p-lactamases (MBLs) e as serina-p-lactamases. As
MBLs, que englobam apenas a classe B, requerem a presencga de um ou dois ides de zinco
no sitio ativo para hidrolisar o anel B-lactamico. As serina--lactamases, que incluem as
classes A, C e D, hidrolisam o anel B-lactamico por intermédio do sitio ativo com o
aminoacido serina (Drawz & Bonomo, 2010; Karen Bush & Jacoby, 2010; Giedraitiene et
al., 2011, da Silva, Moreno, & Knobl, 2013; El Salabi et al., 2013; Toussaint & Gallagher,
2015; Karen Bush & Bradford, 2016; Tooke et al., 2019).

As quatro classes moleculares de B-lactamases podem ainda ser divididas, de
acordo com Bush e Jacoby, em grupos funcionais, os quais se baseiam na sua capacidade
em hidrolisar antibiéticos B-lactamicos e no seu perfil de inibicao pelos inibidores de [3-
lactamases. O grupo 1 (1 e 1le) associado a classe molecular C de Ambler incluem
cefalosporinases e, como tal, hidrolisam cefalosporinas apresentando, maioritariamente,
resisténcia aos inibidores de B-lactamases, em especial ao acido clavulanico. Enzimas do
grupo 1, quando produzidas em grandes quantidades, podem conferir resisténcia a
carbapenemos, em particular ao ertapenemo. O grupo 2 inclui as classes moleculares A e
D de Ambler, representa o maior e mais abrangente grupo de B-lactamases. Subdividido
em varios subgrupos, o grupo 2 possui enzimas com a capacidade de hidrolisar,
globalmente, todas as classes de antibidticos B-lactamicos. Os seus subgrupos mais
importantes sdo o0 subgrupo 2be, que engloba as ESBLs, e o0 subgrupo 2f, das
carbapenemases com sitio ativo serina. O grupo 3 inclui a classe molecular B de Ambler
onde estdo englobadas as MBLs. Destacam-se pela capacidade de hidrolisar
carbapenemos. Este é também um grupo de enzimas com bastante interesse ao nivel da
resisténcia, uma vez que conseguem hidrolisar todas as classes de antibiéticos B-
lactamicos, a excec¢do dos monobactamicos, em relacéo aos quais possui fraca capacidade
hidrolitica. Ao contrario do que acontece com as carbapenemases de sitio ativo serina,
estas enzimas ndo sdo inibidas por nenhuma das combinagbes de inibidores de B-
lactamases utilizadas atualmente, sendo inibidos apenas por agentes quelantes de metais

como, por exemplo, o EDTA (&cido etilenodiamina tetra-acético) (Drawz & Bonomo, 2010;
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Karen Bush & Jacoby, 2010; Giedraitiene et al., 2011; da Silva, Moreno, & Knébl, 2013; El
Salabi et al., 2013; Toussaint & Gallagher, 2015; Karen Bush & Bradford, 2016; Tooke et

al., 2019).
Bush- Inibido por
o B-lactamases
Jacoby Ambler Substratos preferenciais Acido )
Al EDTA representativas
(2009) clavulanico
E. coli AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2, FOX-
1 C Cefalosporinas - - 1, MIR-1,
ACC-1, LAT, MOX-1,
MOX-2, DHA-1, CFE-1
le C Cefalosporinas - - GC1, CMY-37
2a A Penicilinas + - PC1
Penicilinas,
2b A Cefalosporinas 12 gerag&o * . TEM-1, TEM-2, SHV-1
Pencilinas, Cefalosporinas (12 a ESBL: TEM-3, SHV-2,
2be A 42 geragéo), + - CTX-M-15, PER-1,
monobactamicos VEB-1
Penicilinas, inibidores das -
2br A - - TEM-30, SHV-10
lactamases
2ber A Cefaloporinas de Iqrgc_) espectro, _ _ TEM-50
monobactamicos
2c A Penicilinas, Carbenicilina + - PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilina, cefepime + - RTG-4
2d D Pencilinas, cloxacilina Variavel - OXA-1, OXA-10
Penicilinas, Cefaloporinas de
2de D largo espectro, Variavel - OXA-11, OXA-15
Monobactamicos
2df D Carbapenemos Variavel - OXA-23, OXA-48
2e A Cefaloporinas de largo espectro + - CepA
Pencilinas, Cefalosporinas, L,
2f A Variavel - KPC-2, IMI-1, SME-1
Carbapenemos
Penicilinas, Cefaloposrinas, IMP-1, VIM-1, CcrA,
B (B1) - +
3 Carbapenemos IND-1
a
L1, CAU-1, GOB-1,
B (B3)
FEZ-1
3b B (B2) Carbapenemos - + CphA, Sfh-1

Tabela 2 - Classificacdo das B-lactamases segundo Ambler e Bush-Jacoby-Medeiros. ADAPTADADO DE:
(Karen Bush & Jacoby, 2010; da Silva et al., 2013) Legenda: EDTA - acido etilenodiaminotetracético; NI = ndo

incluido, ND - ndo determinada; (-) - ndo inibido; (+) - inibido;
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3.2 B-lactamases de Espectro Alargado — ESBLs?

O principal mecanismo de resisténcia as oximino-cefalosporinas, é a producéo de
ESBLs. Atualmente, este grupo de enzimas constitui uma das maiores preocupagdes em
termos de resisténcia aos antibiéticos. Tal deve-se ao facto destas 3-lactamases, para além
de conferirem resisténcia a penicilinas, terem a capacidade de hidrolisar cefalosporinas de
espectro alargado ou estendido, como os monobactamos (aztreoname) e cefalosporinas
de 32 geracao (cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima, ceftriaxona e ceftiofur) de 42 geracéo
(cefepima) e 52 geracdo (Drawz & Bonomo, 2010; Fernandes et al., 2013).

Escherichia coli é uma das principais espécies da familia Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLs. Outras espécies de bactérias de Gram negativo como Pseudomonas
aeruginosa sao também produtores destas enzimas (da Silva et al., 2013).

As enzimas descritas originando feno6tipo ESBL, sdo exclusivas do grupo 2, classe
A de Ambler, e sdo, na sua maioria, variantes das familias TEM, SHV, CTX-M, GES e VEB,
sendo estas duas Ultimas menos comuns. A familia OXA também integra o grupo das
ESBLs, mas pertence ao subgrupo 2de, sendo englobada na classe D de Ambler. As
ESBLs das familias TEM, SHV e OXA tiveram origem em mutac¢des pontuais ocorridas nos
genes plasmidicos parentais blarem-1, blarem-2, blasmv-1 € blaoxa-10. Ao contrario destas, as 3-
lactamases CTX-M tiveram origem na mobilizacdo de genes bla cromossémicos de
Kluyvera spp., através da sua incorporacdo em elementos genéticos moveis (Karen Bush
& Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010).

A familia CTX-M, contrariamente as familias TEM e SHV, é bastante heterogénea,
incluindo cinco grupos principais: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25.
Cada grupo de CTX-M é constituido por variantes alélicas. No entanto, a sua maioria
pertence ao grupo 1 e 9, 0 que sugere que estes grupos apresentem maior capacidade de
adaptacdo (Fernandes et al., 2013; Shaikh, Fatima, Shakil, Rizvi, & Kamal, 2015). As B-
lactamases CTX-M sao assim denominadas devido as suas propriedades funcionais, uma
vez que possuem uma forte atividade cefotaximase. Assim, esta familia de ESBLs é
caracterizada por ter uma maior eficiéncia catalitica a cefotaxima do que a qualquer outro
antibiético oximino-B-lactamico (Karen Bush & Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010;
Fernandes et al., 2013; Shaikh et al., 2015; Tooke et al., 2019).

INeste trabalho é utilizada a sigla ESBL da designag&o em inglés Extended Spectrum Beta-Lactamase

para designacéo de Beta-Lactamases de Espectro Alargado
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3.2.1. Combinacao de antibiéticos B-lactamicos com inibidores de -
lactamases

Os inibidores de B-lactamases apresentam estrutura quimica semelhante aos
antibiéticos B-lactamicos com presenga do anel B-lactamico, fundamental na ligagédo
irreversivel ao local de agao das B-lactamases, tornando-as inactivas. Desde a descoberta
e desenvolvimento do &cido clavulanico como um inibidor irreversivel das enzimas da
classe A (por exemplo, as classes TEM, SHV e CTX-M), combinagdes de inibicdo da
penicilina  (amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam)
encontraram uma ampla aplicagdo em tratamento de infe¢cdes (Drawz & Bonomo, 2010;
Tooke et al., 2019).

3.3 Carbapenemases

Carbapenemases, sado f-lactamases com a capacidade de hidrolisar
carbapenemos, que estao distribuidas por 3 classes moleculares: as pertencentes a classe
A, as MBLs, pertencentes a classe B e as OXA-carbapenemases, pertencentes a classe D
(Rolain & Cornaglia, 2014).

As carbapenemases da classe molecular A de Ambler pertencem ao subgrupo
funcional 2f, e as B-lactamases representativas sao KPC-2, IMI-1, SME-1. Para além de
hidrolisarem carbapenemos, estas [(-lactamases podem conferir resisténcia a
cefalosporinas e a penicilinas, mas podem ser inibidas por inibidores de [(-lactamases.
Clinicamente, o grupo mais importante € o das KPC, pois estas enzimas estao associadas
a infecbes causadas por bactérias de Gram-negativo multirresistentes, muitas vezes na
origem de surtos clinicos (Karen Bush & Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010; Rolain &
Cornaglia, 2014).

As carbapenemases da classe molecular D de Ambler pertencem ao subgrupo
funcional 2df, e as B-lactamases representativas sdo OXA-23 e OXA-48. Este tipo de
carbapenemases baseia-se em mecanismos sinérgicos, como bombas de efluxo, sendo
desta forma capaz de produzir resisténcia a carbapenemos. Podem ser inibidas por
inibidores de B-lactamases (Karen Bush & Jacoby, 2010; Drawz & Bonomo, 2010; Rolain
& Cornaglia, 2014).

Por fim, o Gltimo grupo de carbapenemases, e de grande importancia, sdo as MBLs
gue sdo frequentemente encontradas em Enterobacteriaceae. Estas séo das

carbapenemases com maior diversidade molecular e que representam uma das maiores
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ameacas clinicas. Pertencentes a classe molecular B de Ambler pertencem ao subgrupo
funcional 32 e 3b, e as B-lactamases representativas sdo IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1 e
CphA, Sfh-1, respetivamente. Mais recentemente as NDM (New Delhi metallo-g-
lactamase) Ao contrario das carbapenemases da classe A e D, as MBLs séo resistentes
aos inibidores de B-lactamase (acido clavulanico), mas inibidas por quelantes de metais
(EDTA) (Karen Bush & Jacoby, 2010). Esta resisténcia deve-se ao mecanismo unico de
hidrélise utilizado por estas enzimas. No seu sitio ativo, possuem um ido de zinco que vai
coordenar e apresentar ibes de agua polarizados para o ataque oxianidénico ao anel B-

lactamico (Drawz & Bonomo, 2010; Tooke et al., 2019).

3.4 Antibiéticos nao B-lactamicos e principais mecanismos de resisténcia

Os antibidticos podem ser classificados com base em diferentes critérios, entre os
guais se destacam o0s seus mecanismos de acao, espectros de agéo e estruturas quimicas.
Uma vez que antibiéticos com estruturas quimicas semelhantes apresentam também
padrbes de atividade, efetividade e toxicidade semelhantes, este é o critério de
classificacdo mais utilizado, e segundo o qual serdo enumeradas as varias classes de
antibidticos no presente trabalho. Existem diferentes tipos de antibiéticos que, apesar da
sua diversidade, podem ser agrupados num reduzido nimero de classes. De entre as
grandes classes de antibidticos, encontram-se 0s aminoglicosideos, tetraciclinas,
floroquinolonas e outros agentes (Agnese Lupo, A.Bonomo, AndreaEndimiani, & Krisztina,
2015).

Os aminoglicosideos e as tetraciclinas atuam de forma similar. O modo de acao dos
animoglisosideos resulta da sua ligagdo a subunidade 30S do ribossoma, que conduz a
inibicdo da sintese proteica. As tetraciclinas também inibem a sintese proteica,
comprometendo a ligacdo estavel do aminoacil-tARN ao local A do ribossoma bacteriano.
O principal mecanismo de resisténcia a estes antibidticos € a eliminacdo dos mesmo para
fora da bactérias através de bombas de efluxo, e através de muta¢cdes no 16S rARN
(Lambert, 2012).

A resisténcia as floroquinolonas pode estar codificada no cromossoma ou em
plasmideos. A resisténcia codificada pelo cromossoma pode conduzir a diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa (devido a perda de porinas), a expressao excessiva
de bombas de efluxo naturais ou a mutac¢des nas subunidades da DNA girase (gyrA e gyrB)

e da topoisomerase IV (parC e parE). (Hooper & Jacoby, 2016). Na resisténcia codificada
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em plasmideos destaca-se o determinante gnr (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gnrD), que codifica
para uma proteina que protege a DNA girase e a topoisomerase |V da inibicdo pelas
quinolonas; e uma variante aac(6’)-1b-cr, gue tem uma substituicdo em dois aminoacidos
e que codifica para uma aminoglicosilacetiltransferase capaz de acetilar a ciprofloxacina (
Van Hoek et al., 2011; Hooper & Jacoby, 2016).

E também de destacar neste trabalho a resisténcia ao cloranfenicol. O mecanismo
de resisténcia mais comum € a inativagdo enzimatica por producdo de diferentes
acetiltransferases codificadas pelos genes cat. Outros mecanismos ja observados sdo: a
inativacdo por producado de fosfotransferases, impermeabilidade, mutagdes no sitio alvo e

sistemas de efluxo (Fernandez et al., 2012).
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Objetivos

Este trabalho consistiu numa abordagem exploratéria para a detecdo e
caracterizacdo bactérias de Gram negativo resistentes aos antibiéticos -lactamicos e nao
B-lactamicos, em amostras de carne de aves e suino de diferentes origens e recolhidas em

hipermercados, comércio local e producéo “caseira”.
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Materiais e Métodos

1. Processamento das amostras de carne

As amostras foram obtidas em varios hipermercados, talhos de comércio local e
producao “caseira”’. O transporte foi realizado em mala térmica através de arrefecimento

por termoacumuladores.

Cerca de 4g de amostra foram inoculadas em meio de enriquecimento TSB (Caldo
Tryptic Soy), e homogeneizadas. Logo de seguida cerca de 100 pl do sobrenadante foram
inoculados e o restante foi incubado durante 24h a 37°C. Apos o periodo de incubacao
foram inoculados mais 100 pl j& enriquecidos, pela técnica de espalhamento em meio de
cultura MacConkey agar, meio de cultura seletivo e diferencial para diferenciagdo de
bacilos de Gram negativo fermentadores e ndo fermentadores da lactose, sem e com
antibiético: ampicilina (100ug/mL), cefotaxima (2ug/mL), meropenemo (2ug/mL) e
ciprofloxacina ((2ug/mL).

Apos 24h a 37°C foi realizada, em cada meio de cultura, a avaliagdo da densidade
das unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL), o que permitiu conhecer
aproximadamente a densidade de bacilos de Gram negativos resistentes aos antibiéticos
presentes nos meios de cultura. A selecdo dos isolados relevantes fermentadores e néo
fermentadores da lactose, de morfotipos diferentes, foi efetuada reisolando-se os bacilos
de Gram negativo nos respetivos meios de sele¢cdo, com o objetivo de obter culturas puras
para a realizacdo de testes de suscetibilidade aos antibidticos B-lactdmicos e nao B-

lactamicos.

Como controlo negativo, e para avaliar a capacidade de selecdo dos meios de
cultura de MacConkey agar e MacConkey com antibiotico: ampicilina (100ug/mL),
cefotaxima (2ug/mL), meropenemo (2ug/mL) e ciprofloxacina (2ug/mL), foi utilizada uma
estirpe Escherichia coli ATCC® 25922 (ATCC, Virginia, U.S.A.), sensivel aos antibioticos
incorporados nos meios de cultura. A inibicdo do crescimento da estirpe controlo permitiu
garantir a capacidade de selecdo dos meios de cultura com antibiético, apds confirmagéo

do seu crescimento em meio de cultura sem antibiético.

2. lIdentificacdo dos isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada com recurso as caracteristicas morfoldgicas
das coldnias, utilizacdo de meio de cultura CHROMagar™ Orientation (CHROMagar, Paris,
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Franca), e galeria de identificacdo ID 32 GN para identificacdo de bacilos de Gram negativo

(Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).

3. Determinacdo do fenoétipo de resisténcia aos antibiéticos

3.1 Teste de suscetibilidade aos antibidticos pelo método de difusdo em agar

Com o objetivo de caracterizar o fenétipo de resisténcia dos isolados aos
antibioticos B-lactdmicos e nao B-lactamicos, foram realizados testes de suscetibilidade
pelo método de difusdo em agar. Assim, foram preparadas suspensdes bacterianas com
turvacdo de 0,5 na escala de McFarland, ressuspendendo entre uma a trés colonias de
culturas puras em cerca de 2mL de soro fisiol6gico estéril. Posteriormente procedeu-se a
inoculagdo em meio de cultura Mdieller-Hinton 1l (Biomériux, Marcy-I'Etoile, Franga),
utilizando zaragatoas estéreis e espalhando por toda a superficie do meio de cultura e em
direcdes perpendiculares. De seguida foram colocados discos impregnados com o0s
antibioticos B-lactamicos e néo B-lactamicos a testar (tabela X). ApOs incubacao de 24h a
37°C, os halos de inibigdo de crescimento bacteriano foram determinados e, foi analisada
a presenca de sinergismos e/ou antagonismos. Os didmetros dos halos de inibicdo foram
classificados como sensivel (S), intermédio (l) ou resistente (R). Esta classificacao foi dada
seguindo os critérios do EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing 2019 (EUCAST, 2019) e da Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2019) . Foi também utilizada a estirpe Escherichia coli ATCC® 25922, como forma de

controlo para verificagdo da eficacia dos discos dos antibiéticos testados.

Classe de Antibidtico Antibiético Concentracédo (ug)
Ampicilina (AMP) 10
Penicilinas Amoxicilina + Acido clavulanico (AMC) 30
(B-lactamico) Piperacilina (PRL) 36 e 110
Piperacilina + Tazobactame (TZP) 30e 100
Cefotaxima (CTX) 30
Ceftazidima (CAZ) 10e 30
. Ceftiofur (EFT) 30
Cefalosporinas )
] Ceftarolina (CPT) 5
(B-lactamico) Cefepime (FEP) 30
Cefoxitina (FOX) 30
Cefuroxima (CXM) 30
Meropenemo (MRP) 10
Carbapenemos Ertapenemo (ETP) 10
(B-lactamico) Imipenemo (IMI) 10
Doripenemo (DOR) 10
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Monobactamicos
Aztreonamo (ATM) 30
(B-lactamico)

Ciprofloxacina (CIP) 5

Floroquinolonas Acido nalidixico (NA) 30

Enrofloxacina (ENR) 5

Amicacina (AK) 30

. . . Gentamicina (CN) 10

Aminoglicosideos o

Netilmicina (NET) 10

Tobramicina (TOB) 10
Fosfomicina (FOT) 200

Nitrofurantoina (F) 100 e 300
o A Colistina (CT) 25
r n

utros Agentes Cloranfenicol (C) 30
Sulfametoxazole/trimetoprima (SXT) 25

- Tetraciclina (TE) 30

Tetraciclinas o

Tigeciclina (TGC) 15

Tabela 3 - Lista de antibiéticos e as respetivas concentragdes que foram utilizados na realizagéo dos testes de
suscetibilidade organizados por classes.

3.2 Avaliagao da expressao de B-lactamases de Espectro Alargado

3.2.1 Detegdo de sinergismo no teste de suscetibilidade aos

antibiéticos B-lactamicos pelo método de difusdo em agar

A detecéo da expresséo de ESBLs foi avaliada pela presencga de sinergismo entre
os discos de oximino-B-lactamicos e o disco da associacdo amoxicilina com acido

clavulanico, no teste de suscetibilidade pelo método de difusdo em agar.

Figura 3 — Exemplo de detecéo da expresséo de ESBLs pela presenca de sinergismo entre os discos de
oximino-B-lactamicos e o disco da associagdo amoxicilina com &cido clavulanico. Fonte: O presente
trabalho.
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3.2.2. Teste da aproximacéo de disco ou Teste de duplo disco

A detecéo de ESBL foi realizada pelo teste fenotipico de aproximagédo de disco ou
teste de duplo disco, primeiramente descrito por Jarlier et al. 1988. No centro da placa foi
colocado o disco com amoxicilina/acido clavulanico e ao redor os outros antibioticos a uma
distancia de 30 mm em relag&o ao disco central. A leitura do teste foi realizada ap6s 24 h
de incubagéo a 37°C. O resultado positivo para ESBL é indicado pelo aumento do halo de
inibicdo ou pela a formagdo de uma zona fantasma entre os antibioticos e o disco de
amoxicilina/acido clavulanico (Harada, Ishii, & Yamaguchi, 2008). Para a realizacdo deste
teste foram preparadas suspensfes bacterianas com turvagdo de 0,5 na escala de
McFarland, ressuspendendo entre uma a trés coldnias de culturas puras em cerca de 2mL
de soro fisiolégico estéril. Posteriormente procedeu-se a inoculagdo em meio de cultura
Mueller-Hinton Il (Biomériux, Marcy-I'Etoile, Franga), utilizando zaragatoas estéreis e

espalhando por toda a superficie do meio de cultura e em dire¢des perpendiculares.

Figura 4 — Exemplo de Teste da aproximacdo de disco ou Teste de duplo disco, indicando a
formacao de uma zona fantasma entre os antibiéticos e o disco de amoxicilina/acido clavulanico.
Fonte: O presente trabalho.

4. Caracterizacdo de genes de resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos e nao 8-
lactamicos

A presenca de genes de resisténcia aos antibidticos [-lactdmicos e nao B-

lactamicos foi avaliada por PCR (Polymerase Chain Reaction), apos leitura interpretativa
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dos antibiogramas. Nas reacdes de amplificacdo por PCR foram utilizados primers e

condi¢Bes especificas.

4.1 Extraccdo do DNA bacteriano

Para a caracterizacdo genotipica dos isolados em estudo, foi primeiramente
realizada pelo método convencional a extracdo do DNA bacteriano, que consiste na lise de
suspensdao bacteriana por fervura. Todos os isolados foram previamente repicados para o
meio de cultura CLED (Cistina-Lactose eletrélito deficiente), e submetidos a um periodo de
incubagdo de 24h a 37°C. Posteriormente, uma quantidade de col6nias de uma cultura
pura correspondente a uma ansa de 10 L foi ressuspendida, em 20 pl de agua ultra pura
estéril num microtubo. De seguida a suspenséao foi submetida a um ciclo de aquecimento
no equipamento T700™ Thermal Cycler (Biorad) durante 15 minutos a 99°C. Apds este
ciclo foram adicionados 180pul de tampé&o TE 1X (Tris 10mM — EDTA 1mM) com o objetivo
de inibir a acdo de RNAses e DNAses. Posteriormente para a remocao dos residuos
celulares a suspenséo foi centrifugada durante 15 minutos a 13000 RPMs. O sobrenadante
obtido contendo o DNA foi guardado e conservado a -20°C para utilizacdo posterior nas

reacdes de PCR.

4.2 Condi¢6es de amplificacdo das rea¢cdes de PRC

Todas as misturas de PCR foram constituidas de forma a perfazerem um volume
final de 25 pl, com os seguintes componentes: agua ultra pura estéril, tamp&o da reacéo,
cloreto de magnésio (MgCl2), primers (forward e reverse), desoxirribunocleotideos
(dNTP’s) e Taq polimerase (Finnzymes DyNAzyme || DNA Polymerase). As concentracdes
dos componentes e condicBes das reacdes de amplificacdo foram ajustadas de acordo
com o descrito na bibliografia para os primers utilizados e o tamanho do fragmento a
amplificar. O DNA foi, por ultimo, adicionado a mistura de PCR, sendo de imediato iniciado
o programa de amplificacdo. Todas as reacfes de PCR foram realizadas no termociclador
T100™ Thermal Cycler (Biorad), e de forma a obter resultados mais confiaveis foi sempre
utilizado como controlo negativo agua ultra pura estéril e sempre que possivel um controlo

positivo para o gene a amplificar.

Apos conclusdo de cada reacdo de PCR, realizou-se uma eletroforese em gel de
agarose para averiguar a presenca dos genes em estudo. Para reacdes de PCR multiplex

foram preparados géis de agarose a 2% (2g de agarose em 100mL de tampé&o TAE (Tris-
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Acetato-EDTA), e para reacdes de PCR simples géis com concentracao de 1,5% (1,59 de
agarose em 100mL de tampédo TAE). ApGs estabilizacado da temperatura do gel, foi ainda
adicionado o marcador molecular MIDORI®™®" Advanced (NIPPON Genetics Europe,
Dueren, Germany). Nos poc¢os do gel, foram aplicadas amostras de produto de PCR
juntamente com o corante azul de bromofenol, de forma a perfazerem um volume final de
8ul. As amostras foram corridas a 90v durante 90 minutos para o gel de 2% e a 100V
durante 30 minutos para o gel de 1,5% em tampao TAE. Num dos pocos foi sempre
aplicado um marcador de peso molecular para estimar o tamanho dos produtos
amplificados das amostras. A identificacdo do(s) gene(s) presentes nos produtos de PCR
foi realizada por comparacédo do tamanho dos produtos (pb) com os controlos positivos

presentes e com base na bibliografia.

4.3 Caracterizagao dos genes que codificam B-lactamases

A caracterizacdo dos genes produtores de [-lactamases foi realizada apos
confirmacdo fenotipica de producdo de ESBL. Foi efetuada a pesquisa dos genes
pertences a familia da classe A segundo a classificacdo de Ambler, blarem (variantes TEM-
1 e TEM-2), blasny (variantes SHV e SHV-1) e blactx-wgrupo 1, 2, 8, 9 e 25. E pertencente
a classe D o gene blaoxa (inclui as variantes OXA-1, OXA-4 e OXA-30). A caracterizacao
foi realizada através de duas reagfes de PCR multiplex distintas, uma para os genes
blatem, blasny € blaoxa, € outra para os genes blactx-vmgrupo 1, 2, 8, 9 e 25, utilizando primers

especificos (Tabela 4).

4.4 Caracterizacdo dos genes que codificam carbapenemases

A caracterizacdo dos genes que codificam carbapenemases foi realizada apos
detecdo de reducdo da suscetibilidade aos carbapenemos no teste de suscetibilidade aos
antibiéticos pelo método de difusdo em agar. Foi realizada uma reagdo de PCR multiplex
para os genes blawp (variante IMP-1), blavw (variante VIM-2) e blaxom (variante NDM-1)
(classe B das carbapenemases), blakec (variante KPC-2) (classe A) e o gene blaoxa-ss

(classe D), utilizando primers especificos (Tabela 4).
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4.5 Caracterizacdo dos genes que codificam resisténcia aos antibidticos
nao B-lactamicos

A caracterizacdo dos genes que codificam resisténcia aos antibiéticos nao (-
lactamicos, foi realizada ap6s avaliacdo dos testes de suscetibilidade, nomeadamente a
resisténcia ao antibidtico ciprofloxacina (CIP). Foram efetuadas, utilizando primers
especificos, reacbes de PCR simplex para cada um dos seguintes genes: aac(6’)-Ib-cr,

gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gyrA e parC. (Tabela 4).
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Tamanho do Produto

Objetivo Gene Nome do Primer Sequéncia do Primer (5'—3') Amplificado (pd) Referéncia
TEM F 5-CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC-3’' (Dallenne, da Costa, Decré, Favier, & Arlet,
blatem 800 2010)
TEMR 5-CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC-3’
SHV F 5-AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC-3’ (Dallenne et al., 2010)
blast SHV R 5'- ATCCCGCAGATAAATCACCAC-3' 713
OXA F 5-GGCACCAGATTCAACTTTCAAG-3’
Blactamases blaoxa OXAR 5.GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG-3' 564 (Dallenne et al., 2010)
multiplex CTX GROUP 1 F 5-AAAAATCACTGCGCCAGTTC-3’
blacTx-m grupo1 multiplex CTX GROUP 1 R 5.AGCTTATTCATCGCCACGTT-3" 415 (Woodford, Fagan, & Ellington, 2006)
multiplex CTX GROUP 8 F 5-TCGCGTTAAGCGGATGATGC-3
blacTtx-m grupos multiplex CTX GROUP 8 R 5-AACCCACGATGTGGGTAGC-3' 666 (Woodford et al., 2006)
multiplex CTX GROUP 9 F 5-CAAAGAGAGTGCAACGGATG-3’
blacTtx-m grupog multiplex CTX GROUP 9 R 5 ATTGGAAAGCGTTCATCACC-3' 205 (Woodford et al., 2006)
blacTx-m grupozs multiplex CTX GROUP 25 F SZ-GCACGATGACATTCGGG-@ , 327 (Woodford et al., 2006)
multiplex CTX GROUP 25 R 5-AACCCACGATGTGGGTAGC-3
IMP F 5-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3
blame IMP R 5. GGTTTAAYAAAACAACCACC-3' 232 (Poirel, Walsh, Cuvillier, & Nordmann, 2011)
VIM E 5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3
MBLs blavim VIM R 5-CGAATGCGCAGCACCAG-3' 390 (Poirel et al., 2011)
NDM F 5-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3
blanom NDM R 5.CGGAATGGCTCATCACGATC-3' 621 (Poirel et al., 2011)
Carbapanemases o KPC Fm 5:-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3” 768 (Poirel et al, 2011)
classe A KPC Rm 5-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3 '
Carbapanemases blaoxass OXAF 5-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 238 (Poirel et al., 2011)
classe D OXAR 5-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3 '
Resisténcia aos aac-cr- F 5-TTGCGATGCTCTATGAGTGG-3'
aminoglicosideos | aac(e)-tb-cr N 5-GCGTGTTCGCTCGAATGCC-3 400 (Coque et al., 2008)
guinolonas
Resisténcia as qnrA F 5-GGATGCCAGTTTCGAGGA-3’
quinolonas | 4" AR 5-TGCCAGGCACAGATCTTG-3 580 (Cavaco LM et al. 2007)

Tabela 4 - Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reac¢des de PCR e de sequenciagdo. Legenda: A - adenina, T - timina, C - citosina, G - guanina; F - forward,

R -reverse; Y=TouC; R=AouG; S=GouC;D=AorGorT.
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Objectivo Gene Nome do Primer Sequéncia do Primer (5'—3') Tamgngcda%?(%?;m Referéncia
gnrB (1-6) F 5-GGMATHGAAATTCGCCACTG-3’
gnrB (1-6) anrB (1-6) R 5. TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA-3' 264 (Cattoir et al., 2007)
gnrC F 5-GGGTTGTACATTTATTGAATC-3
anre gnrC R 5-TCCACTTTACGAGGTTCT-3' - (Wang et al., 2009)
qnD F 5-CGAGATCAATTTACGGGGAATA-3’
Resisténcia anrb gD R 5 AACAAGCTGAAGCGCCTG-3' - (Cavaco, Hasman, Xia, & Aarestrup, 2009)
qumﬁfonas qnrs (1-2) F 5-TCGACGTGCTAACTTGCG-3'
anrs (1-2) qnrs (1-2) R 5 GATCTAAACCGTCGAGTTCGG-3' - (Cavaco LM et al. 2007)
Coli gyrA Coli gyrA F 51-ACGTACTAGGCAATGACTGG-S’ , 189 (Sorlozano, Gutigrrez, Jimenez, Luna, &
Coli gyrA R 5-AGAAGTCGC CGTCGATAGAAC-3 Martinez, 2007)
Coli parC F 5-TGTATGCGATGTC TGAACTG-3
Coli parC Coli parC R 5-CTCAATAGCAGCTCGGAATA-3’ 264 (Sorlozano et al., 2007)
Identificagdo do grupo clonal 025b- | O25pabBspe-F 5-TCCAGCAGGTGCTGGATCGT-3"
ST131 025pabBspe-R 5. GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT-3" 347 (Clermont et al., 2009)
ChuA. 1 5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3"
chuA ChuA. 2 5 -TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 279
mo(;:;pé%scos ) YjaA. 1 5 -TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’
A, YiaA YjaA. 2 5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3' 211 (Clermont et al, 2000)
B1B2eD TspE4C2. 1 5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3"
tspEAC2 TspE4C2. 2 5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3 152

Tabela 4 (continuagédo) - Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reac¢fes de PCR e de sequenciagdo. Legenda: A - adenina, T - timina, C - citosina, G - guanina;
F - forward, R - reverse; Y=Tou C; R=Aou G; S=Gou C; D=AorGorT.
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5. Caracterizacdo molecular de isolados de Escherichia coli produtores de B-
lactamases de Espectro Alargado

5.1 Identificacdo do grupo clonal O25b-ST131

Para a detecdo da presenca do grupo clonal O25b-ST131 em isolados de Escherichia
coli, foi realizada uma reacdo de PCR multiplex utilizando primers especificos (Tabela 4) e
seguindo o descrito por Clermont et al., 2009. A detecéo foi baseada na presenca de dois
genes: 0 gene trpA e o gene pabB. Apenas os isolados que amplificaram para os estes

dois genes foram considerados positivos para o grupo clonal O25b-ST131.

5.2 Identificagdo do grupo filogenético dos isolados de Escherichia coli
produtora de B-lactamases de Espectro Alargado

Foi efetuada uma reacdo de PCR multiplex em isolados de Escherichia coli com o
objetivo de identificar os grupos filogenéticos A, B1, B2 e D, sendo que as estirpes
pertencentes aos Ultimos dois grupos (B2 e D) sdo consideras patogénicas (Clermont et
al., 2000). Seguindo o descrito por Clermont et al., 2000 e utilizando primers especificos
(Tabela 4), a determinacédo dos grupo filogenéticos foi baseada na presenca e auséncia
dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA tspE4.C2. A classificacdo dos grupos
filogenéticos nos isolados de Escherichia coli baseou-se no seguinte: grupo filogenético A:
auséncia do gene chuA e auséncia do fragmento tspE4.C2; grupo filogenético B1: auséncia
do gene chuA e presenca do fragmento tspE4.C2; grupo filogenético B2: presenca dos

genes chuA e yjaA; grupo filogenético D: presenca do gene chuA e auséncia do gene yjaA.

/N

@ 0 o ©
v v v

Figura 5 - Arvore de decis&o dicotdmica para determinar o grupo filogenético de uma estirpe de E. coli usando
os resultados da amplificacédo por PCR dos genes chuA e yjaA e fragmento de DNA tspE4.C2.

=]
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5.3 Caracterizacéo de genes que codificam fatores de viruléncia em isolados
de Escherichia coli produtores de B-lactamases de Espectro Alargado

Para identificacdo dos fatores de viruléncia em isolados de Escherichia coli foram
realizadas reacfes de PCR multiplex seguindo o descrito por Johnson & Stell, 2000 e
utilizando primers especificos. (Tabela 5). Foram testados um total de trinta e um fatores
de viruléncia e os resultados das amplificacdes foram avaliados por comparacdo do

tamanho do produto amplificado e o marcador molecular utilizado.
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Tamanho do Produto

Gene Nome do Primer Sequéncia do Primer (5'-3') Amplificado (pd) Referéncia
Iha de RPAI F 5 -GGACATCCTGTTACAGCGCGCA-3'
Patogenicidade PAl RPAI R 5'- TCGCCACCAATCACAGCCGAAC-3 %30
PapA F 5- ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG- 3
papAH PapA R 5'- CGTCCCACCATACGTGCTCTTC -3 720
PapC F 5- GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA -3’
papC PapC R 5. ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’ 200
PapEF F 5 -GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT-3
papEF PapEF R 5 -AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA-3’ 326
PG F 5- CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG-3'
papG Il Ii PG R 5'- ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT-3’ 1070
panG | pGL R 5- TCCAGAAATAGCTCATGTAACCCG-3' 1190
Allelel F 5- TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT-3
papG allele | Allelel R 5'- TGGCATCCCCCAACATTATCG-3' 461
Allelel’ F 5- CTACTATAGTTCATGCTCAGGTC-3
paG allele I Allelel’ R 5'- CTGACATCCTCCAACATTATCGA-3’ ar4
Adesinas Allelell F 5- GGGATGAGCGGGCCTTTGAT-3"
papG allele I Allelell R 5'- CGGGCCCCCAAGTAACTCG-3' 190 (Johnson & Stell, 2000)
Allelelll F 5- GGCCTGCAATGGATTTACCTGG-3'
papG allele Il Allelelll R 5'- CCACCAAATGACCATGCCAGAC-3' 258
Sfal 5 -CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3'
sfalfocDE Sfa 2 5'- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3’ 410
Sfas F 5- GTGGATACGACGATTACTGTG-3'
Sfas Sfas R 5'- CCGCCAGCATTCCCTGTATTC-3' 240
FocG F 5- CAGCACAGGCAGTGGATACGA- 3'
focG FocG R 5'- GAATGTCGCCTGCCCATTGCT-3" 360
Afa F 5- GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC-3
afaldraBC AfaR 5'- CCCGTAACGCGCCAGCATCTC-3’ 559
bmaE F 5- ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG-3
bmak bmaE R 5'- AGGGGGACATATAGCCCCCTTC-3 507
galD F 5- TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC-3
gafd gafD R 5'- CTCCCGGAACTCGCTGTTACT-3' 952
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nfaE F 5- GCTTACTGATTCTGGGATGGA 3’
nfak nfaE R 5'- CGGTGGCCGAGTCATATGCCA-3’ 559
Adesinas fimH F 5 - TGCAGAACGGATAAGCCGTGG-3'
fimH fimH R 5'- GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA-3 508
hly f 5 -AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3
hiyA hly r 5'-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA-3' 1w
enfl 5 -AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3’
enf-1 cnf2 5'-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3' 498
Toxinas cdt-al 5- AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA-3
cdt-a2 5'- AMATCTCCTGCAATCATCCAGTTTA-3’ 430
cdtB cdts 1 5 - GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG-3'
cdt-s 2 5'- GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG-3'
kpsll F 5 - GCGCATTTGCTGATACTGTTG-3'
kpsMTIl kpsll R 5'- CATCCAGACGATAAGCATGAGCA-3’ ar2
kpslil F 5- TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT-3'
Capsulas kpsMTIl kpsill R 5'- AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC-3’ 392
KpSMT K1 K1 5- TAGCAAACGTTCTATTGGTGC-3' 153
KpsMT K5 K5 5- CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA-3 159
FyuAf 5- TGATTAACCCCGCGACGGGAA-3'
fyuA FyuA r 5- CGCAGTAGGCACGATGTTGTA-3’ 880
Sidercforos AerJ f 5- GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3’
iutA Aerdr 5-CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-3’ 300
rfc - f 5- ATCCATCAGGAGGGGACTGGA-3’
Rfc ric - r 5'- AACCATACCAACCAATGCGAG-3’ 88
ibe10 F 5- AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC-3
ibeA ibe10 R 5- TGGTGCTCCGGCAAACCATGC-3' 170
Diversos ColV-Cf 5'- CACACACAAACGGGAGCTGTT-3'
cvac Colv-Cr 5'- CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT-3’ 680
TraT F 5- GGTGTGGTGCGATGAGCACAG-3'
trat TraT R 5'- CACGGTTCAGCCATCCCTGAG-3’ 2%0

(Johnson & Stell, 2000)

Tabela 5 - Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reaccdes de amplificagdo para detecéo de genes codificadores de fatores de viruléncia. Legenda: Y=T ou C;

R=Aou G; S=GouC; D=Aou G ou T, F - forward, R - reverse; * - utilizar com o primer Kpsll reverse; ** - utilizar com o primer Kpslll reverse

45



IV - RESULTADOS



1. Identificacdo dos isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada com recurso as caracteristicas morfolégicas
das coldnias, utilizacdo de meio de cultura CHROMagar™ Orientation (CHROMagar, Paris,
Franca), e galeria de identificacdo ID 32 GN para identificacdo de bacilos de Gram negativo
(Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Franca). De um total de dezasseis isolados doze foram
identificados como Escherichia coli, dois como Pseudomonas putida e os restantes dois

Resultados

como Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas spp.

2. Caracterizagao fenotipica dos isolados bacterianos provenientes de amostras de

carne de aves e suinos de diferentes origens

A caracterizagéo fenotipica obtida através da realizacao dos testes de suscetibilidade
pelo método de difusdo em agar, permitiu aferir a resisténcia de um total de dezasseis

isolados em estudo aos antibioticos B-lactamicos e nao B-lactamicos como demonstrado

na seguinte tabela:

Classe de antibiético

Numero de isolados resistentes

Penicili
enicilinas 16
(B-lactamico)
Cef i
efalosporinas 13
(B-lactamico)
Carbapenemos 7
(B-lactamico
Monobactamicos 7
(B-lactamico)
Floroquinolonas 12
Aminoglicosideos 5
Agentes Miscelaneos 11
Tetraciclinas 13

Tabela 6 - NUmero de isolados que apresentaram resisténcia a casa uma das classes de antibiéticos.




Resultados

2.1 Suscetibilidade aos antibidticos

Os resultados obtidos para a suscetibilidade aos antibi6ticos (B-lactamicos e nao -

lactamicos dos dezasseis isolados estdo apresentados ha tabela 7 e 8.

Relativamente aos antibidticos B-lactamicos, e as penicilinas, podemos observar que
todos os dezasseis isolados testados s&o resistentes a ampicilina e a piperacilina em
ambas as concentragfes de 30 e 100 pg e que sete isolados ou seja aproximadamente
44% sao resistentes a amoxicilina com acido clavulanico. No que diz respeito as
cefalosporinas € de salientar que todos os isolados testados apresentaram resisténcia
ceftarolina (cefalosporina de 52 geragao), 75% demonstram reducao da suscetibilidade a
cefotaxima (cefalosporina de 32geracéo), e 50% ao ceftiofur (cefalosporina de 32 geracéo),
sendo este um antibiético de uso veterinario. E ainda de evidenciar que trés isolados
identificados como Pseudomonas putida e o0s restantes dois como Pseudomonas
aeruginosa, sao naturalmente resistentes a cefoxitina, apresentam também reducédo da
suscetibilidade ao meropenemo, ao representante dos antibiéticos monobactamicos, o
aztreonamo e a conjugacao de amoxicilina com acido clavulanico. Foi detetado ainda que
aproximadamente 63% dos isolados testados apresentam redugéo da suscetibilidade ao

imipenemo (Tabela 7 e 8).

Para os antibidticos nao B-lactamicos testados 75% dos isolados testados séo
resistentes as fluoroquinolonas, nomeadamente a ciprofloxacina, acido nalidixico e a
enrofloxacina sendo este Ultimo um antibiotico de uso veterinario. Em relagdo a outros
agentes, aproximadamente 69% apresentaram resisténcia ao cloranfenicol. Observou-se
ainda que 100% dos isolados testados demonstraram resisténcia a tetraciclina (Tabela 7 e
8).

2.2 Pesquisa de producédo de beta lactamases de espectro alargado

A producao de ESBLs foi avaliada pelo método de difusdo em agar através da
presenca de sinergismo entre o disco de oxiimino-B-lactamico e o disco de amoxicilina
com acido clavulanico de acordo com diretrizes do EUCAST (EUCAST, 2019) e CLSI
(CLSI, 2019). Na auséncia de sinergismo a detecdo de ESBLs foi efetuada pelo teste da
aproximacao de disco ou Teste de duplo disco anteriormente descrito.

Foi observado o sinergismo e posteriormente confirmado pelo teste acima referido em

seis isolados sendo que todos foram identificados como Escherichia coli e com origens
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diferentes, nomeadamente amostras de frango de producdo “caseira”, peru e suino

adquiridos em hipermercado (Tabela 7 e 8).
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Suscetibilidade aos antibiéticos B-lactamicos (halo em mm)
CAZ CAZ Pesquisa
Amostra Origem Isolado | MS* | AMP | PRL30 | PRL100 | TZP36 | TZP110 | AMC | ATM | CTX | EFT | FOX | FEP 20 1o | CPT | CXM | MRP | ETP | IMP | DOR de
ESBLs
Frango
1 produgao AICTX:1 | CTX 22 24 + 20 28 30 19 20 38 28 22 25 X
“caseira”
Frango
2 producéo A:MRP: | MRP na na na na na 27 29 na na na na na na
“caseira”
Frango
2 producéo A2MRP2 | MRP na na na na na 24 30 na na na 18 na na na
“caseira”
Frango
2 producéo A2MRP3 | MRP na na na na na 25 23 na na na 16 na na na
“caseira”
Peru AsCTX1-
3 Hipermercado o CTX 20 28 19 20 25 25 20 23 26 20 25 X
3 _ Peru ACIP | op 25 22 27 | 29 | 28 | 23 20 | 26 27
Hipermercado POS
Suino AsCTXo
4 Hipermercado e CTX 22 25 22 20 + 25 20 19 + 23 26 X
Peru A7CIP1.
5 Hipermercado o cIp 26 30 19 27 28 + 22 22 26 26 X
6 _ Suino AsCTX: | oy 32 25 22 | 28 27 27 24 30 | 30 20 23 X
Hipermercado POS
7 _ Frango ACIPL | op 20 21 20 | 28 | 30 | 20 | 28 | 35 + 20 20 | 28 | 30 | 20 | 22
Hipermercado POS
8 _ Peru AuAMP2- | \vip 18 26 27 20 | 40 | 32 | 24 | 26 | =32 + 25 24 | 30 | 28 | 22 | 25
Hipermercado PRE
Peru A1 CIPs.
8 Hipermercado e cIp 23 18 22 25 20 22 22 30 28 20 24 X
9 _ Suino ACIPL | op 20 30 20 | 30 | 25 26 23 34 29 25 21 | 26 | 28 21 30
Hipermercado POS
Peru A1sCIP
10 Comeércio - ap 27 30 20 34 32 + 25 30 + 20 25 + 30 20 26
Local Pos
Frango ALCIP
11 Comércio St el 20 24 25 25 24 23 30 + 20 22 24 28 23
Local POS
Suino
12 Comercio | AwsCIPL | )5 26 27 19 | 3 | 32 | 24 | 26 | 38 & 22 24 | 30 | 30 | 21 | 27
Local (carne POS
picada)

Tabela 7 - Caracterizagéo do fenoétipo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos de isolados provenientes do estudo. Legenda: MS* - meio de selecdo de MacConkey agar
com antibiotico B-lactamico: AMP, CTX, CIP ou MRP. Siglas utilizadas para os antibidticos: ver Tabela 3. Avaliagcao qualltatlva da resisténcia aos antibiéticos 3-lactamicos e
nao B-lactamicos segundo directrizes do CLSI e EUCAST (2019): Isolado resistente; ;

50



Resultados

Suscetibilidade aos antibiéticos nédo B-lactamicos (halo em mm)

Pesquisa
Amostra Origem Isolado MS* CIP ENR NA AK TOB CN NET CT C F100 F300 FOT SXT TE TGC de
ESBLs
Frango
1 produco A1cTX1 CTX 40 27 24 21 22 23 23 19 21 32 21 20 X
“caseira”
Frango
2 producéo A2MRP1 MRP 40 na na na na na na na na na na na na na na
“caseira”
Frango
2 producéo AIMRP2 MRP 30 na na na na na na na na na na na na na na
“caseira”
Frango
2 produgéo AJMRP3 MRP 36 na na na na na na na na na na na na na na
“caseira”
Peru ]
3 Hipermercado A3CTX1-POS CTX 24 + 27 20 X
Peru ]
3 Hipermercado A3CIP1-POS clp 22 25 32 21
Suino
4 Hipermercado | A6CTX2-POS CTX 21 23 30 20 X
5 Peru cP 26 30 35 22 X
Hipermercado A7CIP1-POS
Suino ,
6 Hipermercado ASCTX1-POS CTX 22 24 33 22 X
Frango .
! Hipermercado A9CIP1-POS cip 14 19 29 19
8 peru | AmP 21 22 30 20
Hipermercado | A11AMP2-PRE
8 Peru | cp 22 25 31 25 X
Hipermercado A11CIP3-PRE
Suino ,
9 Hipermercado A12CIP1-POS CIP 19 20 30 22
Peru Comércio
10 Local A13CIP1-POS cip 20 26 36 26
Frango ]
1| comeércio Local | Al4cipipos | CIP 14 20 30 22
Suino Comércio
12 Local (carne Ai1sCIP1.poS CIP 22 25 30 22
picada)

Tabela 8 - Caracterizagao do fendtipo de resisténcia aos antibiéticos nao B-lactamicos de isolados provenientes do estudo. Legenda: MS* - meio de selecdo de MacConkey
agar com antibiotico B-lactamico: AMP, CTX, CIP ou MRP. Siglas utilizadas para os antibidticos: ver Tabela 3. Avaliagdo qualltatlva da resisténcia aos antibioticos (-
lactdmicos e ndo B-lactamicos segundo directrizes do CLSI e EUCAST (2019): Isolado resistente;

Sem valores de referéncia — Abordagem exploratoria
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2.3 Multirresisténcia

No ambito do presente estudo, um isolado foi considerado multirresistente se
apresentou suscetibilidade diminuida a, pelo menos, trés classes de antibibticos
estruturalmente  distintas testadas: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos,
monobactamicos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, outros agentes e tetraciclinas
(Magiorakos et al., 2012).

Segundo o estudo realizado por Magiorakos em 2012 e com o objetivo de criar uma
terminologia internacional padronizada para descrever perfis de resisténcia adquiridos por
bactérias frequentemente responsaveis por infecbes e propensas a multirresisténcia, é

possivel destacar trés perfis diferentes: MDR (multidrug-resistant) em que se considera

para esta categoria isolados que sejam resistentes a pelo menos um agente em trés
ou mais classes de antibidticos; XDR (extensively drug-resistant), em que os isolados
pertencentes a esta categoria sé sdo suscetiveis a uma ou duas classes de antibioticos; e
PDR (pandrug-resistant) onde os isolados tém de apresentar resisténcia a todos os

agentes de todas as classes de antibioticos.

Assim, e analisando as tabelas 7 e 8, todos os dezasseis ou seja 100% dos isolados
em estudo foram considerados multirresistentes. Aproximadamente 69% foram

classificados como pertencentes a classe MDR e aproximadamente 31% a classe XDR.

E ainda de destacar que se verificou resisténcia as penicilinas, cefalosporinas, as

tetraciclinas e outros agentes em todos os isolados em estudo.

3. Caracterizacdo genotipica dos isolados bacterianos

A leitura interpretativa dos testes de suscetibilidade permitiu encaminhar o estudo
genotipico dos genes codificadores de B-lactamases em isolados de Escherichia coli,
assim como o grupo filogenético, o grupo clonal O25b-ST131 assim como os fatores de

viruléncia.

Foi também possivel a caracterizacdo dos genes codificadores de mecanismos de
resisténcia aos antibidticos nao B-lactamicos em isolados de Escherichia coli e

Pseudomonas spp.
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3.1 Caracterizacao dos genes codificadores de B-lactamases em isolados de
Escherichia coli

A caracterizacdo por PCR dos genes das principais familias das ESBLs, da classe
da classe A segundo a classificacdo de Ambler, blarem (variantes TEM-1 e TEM-2), blasny
(variantes SHV e SHV-1) e blactx-m grupo 1, 2, 8, 9 e 25. E pertencente a classe D o0 gene
blaoxa (inclui as variantes OXA-1, OXA-4 e OXA-30). Foi efectuada em isolados de
Escherichia coli com fenétipo de producédo de ESBL detetado na avaliagédo fenotipica.

Foram detetados quatro genes blarewm, trés blactx-m do grupo 9 e um gene blaoxa Dois
dos isolados provenientes um de frango de producdo primaria e outro de peito de peru
adquirido em hipermercado amplificaram apenas para blarem. Outros dois isolados
provenientes um de peru e outro de suino, ambos de hipermercado, amplificaram para os
genes blarem e para blacrx.w do grupo 9. E apenas um isolado de uma amostra de peito de
peru de hipermercado amplificou para os genes blaoxa € blacrx.w do grupo 9 (Tabela 9).

3.2 Detecdo do grupo filogenético nos isolados de Escherichia coli

A detecéo dos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D em isolados de Escherichia coli
produtores de ESBLs foi realizada por PCR segundo descrito por Clermont e colaboradores
(Clermont et al., 2000). A analise dos grupos filogenéticos foi efetuada com base nas
diferentes combinacfes dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2 nos
isolados de Escherichia coli analisados (Tabela 9 e 10).

O grupo predominante foi o grupo B2, seguindo-se os grupos D e B1, e por fim o

menos prevalente o grupo A.

3.3 Detecdo do grupo clonal O25b-ST131 nos isolados de Escherichia coli

A detecédo do grupo clonal O25b-ST131 pela técnica de PCR descrita por Clermont
e colaboradores (Clermont et al., 2009) foi efetuada em isolados de Escherichia coli. Os
isolados que amplificaram para o gene especifico pabB, foram considerados pertencentes
ao grupo clonal 025b-ST131 (Clermont et al, 2009).

Neste estudo nenhum dos isolados amplificou para o gene especifico pabB e por

isso foram considerados ndo pertencentes ao grupo clonal O25b-ST131.
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3.4 Caraterizacao dos fatores de viruléncia em isolados de Escherichia coli

Foram pesquisados genes codificadores de fatores de viruléncia por PCR seguindo
as diretrizes do estudo de Johnson & Stell, 2000 em isolados de Escherichia coli no sentido
de avaliar o potencial virulento destes isolados.

No grupo das adesinas o gene FimH foi amplificado para 50% dos isolados de
Escherichia coli.

Dos sideréforos estudados foram detetados genes de iutA em aproximadamente
67% dos isolados.

O gene traT, foi detetado em 75% dos isolados.

3.5 Caracterizacdo dos genes codificadores de mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos nao B-lactamicos em isolados de Escherichia coli e Pseudomonas spp

Os isolados provenientes do estudo apresentam resisténcia as diferentes classes
de antibioticos nao B-lactamicos, nomeadamente as floroquinolonas, aminoglicosideos,

tetraciclinas e outros agentes.

No sentido de avaliar a possivel presenca de genes codificadores de resisténcia
aos antibidticos nao [-lactdmicos,nos isolados em estudo em especial os que
apresentaram suscetibilidade reduzida as floroquinolonas, e tendo em conta o fenétipo de
resisténcia, foram pesquisados por PCR os genes: aac(6’)-lb-cr, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD,
gnrS, gyrA e parC. (Tabela 10)

Relativamente aos genes mediados por plasmideos, apenas os genes gnrS e o
aac(6’)-lb-cr é que amplificaram para 18% e 45% dos isolados, respetivamente. (Tabela
10)

Os genes cromossOmicos gyrA e parC amplificaram para 100% dos isolados. (Tabela
10)

3.6 Caracterizacdo dos isolados de Pseudomonas putida e Pseudomonas
aeruginosa com reducéo da suscetibilidade aos carbapenemos

Durante o presente estudo foram detetados 3 isolados do género Pseudomonas que
apresentaram resisténcia ao antibiético meropenemo. Assim foi realizada uma reagéo de

PCR como abordagem exploratdria para os genes blawe (variante IMP-1), blayiv (variante
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VIM-2) e blanpm (variante NDM-1) (classe B das carbapenemases), blakec (variante KPC-

2) (classe A) e o gene blaoxa-ss (classe D).

Em apenas um dos isolados identificado como Pseudomonas putida foi encontrado o

gene blaoxa-4s (Tabela 11)

De modo a sintetizar os resultados obtidos neste estudo sobre a caracterizacéo

genotipica seguem as seguintes tabelas.
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Fendtipo de resisténcia

Genes de resisténcia aos

. - = Gene da B- R = s = Grupo Grupo Clonal Fatores de
Origem Isolado Identificacao aos antibioticos nao B- antibiéticos nao B- ) o R
lactamase lactamicos lactamicos Filogenético 025b-ST131a Viruléncia
= iutA, traT
Frango producao AiCTX:  Escherichia coli TEM C.TE D -
caseira
. i o . TEM, CTX-M CIP, ENR, NA, TOB, C,
Peru Hipermercado AsCTXuw-p6s  Escherichia coli (grupo 9) SXT, TE B1 -
- S . CIP, ENR, NA, TOB, CN, fimH
Suino Hipermercado AsCTXz2-p0s  Escherichia coli C. SXT, TE gyrA, parC A -
fimH, iutA, traT
Peru Hipermercado A7CIP1-pos Escherichia coli 8)r(uAp,OCQ'I;X—M CIP, ENR, NA, C, TE acc(6')-Ib-cr, gyrA, parC B1 -
fimH, iutA, traT
Suino Hipermercado AsCTXi1-p6s  Escherichia coli é‘fﬂ’:}’ocg-;x'M CIP, ENR, NA, TE gyrA, parC B1 -
traT
Peru Hipermercado A1CIPspre  Escherichia coli TEM CIP, ENR, NA, C, SXT, TE acc(6")-Ib-cr, gyrA, parC A -

Tabela 9 - Caracterizagdo molecular e relagées clonais de isolados de Escherichia coli produtores de ESBLs provenientes deste estudo. Legenda: *
nenhum dos genes testados.

- ndo amplificou para

Fenoétipo de resisténcia

Origem Isolado Identificagdo Genes de_ resisténcia as aos antibioéticos B- ) Grup,ol Grupo Clonal thorfas Qe
quinolonas lactamicos e ndo B-lactamicos. Filogenético 025b-ST131a Viruléncia
AMP, AMC, CTX,
Peru Hipermercado A3CIP1-pos Escherichia coli Zﬁfg )-Ib-cr, gyrA, parC, gngEOZTT'szF;E,CE;MPTEﬁg NA, B2 - fimH, iutA, traT
TOB, CN, C, SXT, TE
AMP, FEP,
Frango Hipermercado AoCIP1-pos Escherichia coli gyrA, parC CPT, PRL30, PRL100, B2 - iutA, traT
ENR, NA, C, SXT, TE
Peru Hipermercado A11AMP2.pre Pseudomonas spp acc(6")-Ib-cr, gyrA, parC AMP, CIP, CPT, PRL30, ’ na na na
ENR, NA, TE
AMP, CIP,
Suino Hipermercado A12CIP1.pos Escherichia coli acc(6")-Ib-cr, gyrA, parC PRL30, PRL100, ENR, NA, CN, D - fimH, traT
C, SXT, TE
AMP, CIP, , CPT,
Peru Comércio Local A13CIP1-pos Escherichia coli gyrA, parC PRL30, PRL100, ENR, NA, C, B2 - iutA, traT
SXT, TE
AMP, AMC, , CIP,
Frango Comércio Local A14CIP1.pos Escherichia coli gyrA, parC, qnrS , IMP, CPT , PRL30, D - fimH, iutA
PRL100, CN, C, SXT, TE
Suino Comércio Local S . AMP, CIP, CPT, PRL30, .
A1sCIP1.pos Escherichia coli gyrA, parC PRL100, ENR, NA, TOB, CN, C, B2 - iutA, traT

(carne picada)

TE

Tabela 10 - Caracterizagdo molecular de isolados de Escherichia coli e Pseudomonas spp que apresentaram genes codificadores de mecanismos de resisténcia aos

antibidticos ndo B-lactamicos. Legenda: na — ndo avaliado
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Resultados

Fenoétipo de resisténcia

Origem Isolado Identificagao Genes de resisténcia aos carbapenemos aos antibiéticos B- lactamicos
fcr:;‘gi‘r’a’,?md“@ao A:MRP; Pseudomonas putida blaoxa-as AMP, AMC, CTX, FOX, ATM, MRP
fg:gg?;?mdu@ao A2MRP2 Pseudomonas aeruginosa * AMP, AMC, CTX, FOX, ATM,

Frango produgdo A:MRP3 Pseudomonas putida * AMP, AMC, CTX, FOX, ATM,

“caseira”

Tabela 11 - Abordagem exploratdria. Caracterizagdo molecular de isolados de Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa que apresentaram genes codificadores de
mecanismos de resisténcia aos carbapenemos. Legenda: * - ndo amplificou para nenhum dos genes testados.
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Discussao

A resisténcia aos antibidticos € um fendmeno complexo que envolve diversos
mecanismos de resisténcia e afeta varias espécies e géneros bacterianos nos mais
diversos ambientes, desde hospitais, comunidade em geral e animais, tornando-se assim

num crescente problema de saude publica.

O aumento da populacdo mundial e a mudanca das populac@es para os centros
urbanos é um determinante pela cada vez maior procura de proteina animal (Dyck & John,
2001; FAO, 2006). A mudanca nos habitos alimentares das popula¢des exigiram uma maior
e mais rapida producdo animal (Grace, 2015; Coyne et al., 2019; Graham, Boland, &
Silbergeld, 2007). A produgéo intensiva de animais para alimentacdo humana requer maior
uso de antibidticos para tratamento e prevencao de infe¢Bes, assim como também séo
utilizados em doses sub-terapéuticas para promoc¢do do crescimento (Doi, lovleva, &
Bonomo, 2017).

Existe uma sobreposi¢édo substancial entre os medicamentos necessarios para uso
humano e os atualmente utilizados na produg&o animal, ou seja, séo utlizados na produgéo

animal vérios antibiéticos medicamente importantes para a saide humana (FDA, 2018).

No contexto deste trabalho foram adquiridas doze amostras de carne de frango,
peru e suino de diferentes origens: producao “caseira”, hipermercados e comércio local.
As doze amostras deram origem a dezasseis isolados, doze identificados como Escherichia
coli, dois como Pseudomonas putida, um como Pseudomonas aeruginosa, € um outro
isolado como Pseudomonas spp. O foco principal deste trabalho foram as
Enterobacteriaceae, neste caso Escherichia coli, assim o estudo feito nos isolados de
Pesudomonas foi apenas uma abordagem exploratéria por terem manifestado resisténcia
ao meropeneno, e como tal ndo foi completado. Os isolados estudados apresentaram
resisténcia a diferentes classes de antibidticos B-lactdmicos nomeadamente penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e aos nao B-lactamicos floroquinolonas,

aminoglicosideos, tetraciclinas e outros agentes entre o quais se destaca o cloranfenicol.

Os isolados AsCTX2-pss, AsCTX1-pss, A12CIP1-p6s € A1sCIP1-pes foram isolados a partir
de amostras de carne de suino de origens diferentes. Os trés primeiros recolhidos de
amostras adquiridas em hipermercado e de origem portuguesa, e o Ultimo de comércio

local cuja origem néo foi fornecida.

A1CTX1, A2MRP1, A;MRP2, AoMRP3, AgCIP1pss, € A14CIP1pss, foram isolados a partir
de amostras de frango de diferentes origens. A1CTX1, A;MRP1, A,MRP;, A;MRPs tiveram

origem em amostras de produgdo “caseira” portuguesa, A¢CIP1.p6s proveniente de uma
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amostra de adquirida em hipermercado também de origem portuguesa, e o isolado A14CIP;.

pos CUja amostra foi adquirida em comércio local. A origem deste ultimo nao foi fornecida.

Das amostras de peru resultaram os seguintes isolados AsCTXipss, AsCIP1-pss,
A7CIP1-pss, A11AMP2pr¢, A11CIP3pr¢, € A13CIP1pss. TOdas & excegao da ultima foram isoladas
de amostras de origem portuguesa adquiridas em hipermercado. A Ultima A13CIP1-pss fOi

isolada de uma amostra de comércio local cuja origem néo foi fornecida.

Todos o0s isolados em estudo apresentaram resisténcia as penicilinas,
nomeadamente a ampicilina e a piperacilina nas concentracdes de 30 e 110 pg, as
tetraciclinas e ao cloranfenicol, o que esta de acordo com outros estudos que também
envolveram isolados provenientes de suino e de aves, sendo as penicilinas, as tetraciclinas
e o cloranfenicol os antibi6ticos para os quais um maior nimero de isolados apresenta
resisténcia (Osterberg et al., 2016; Bortolaia, Bisgaard, & Bojesen, 2010; Lugsomya et al.,
2018). O facto de as penicilinas e as tetraciclinas serem os antibidticos mais vendidos para
uso veterinario pode explicar o facto de todos os isolados deste estudo terem manifestado
resisténcia (EMA, 2018). O cloranfenicol € proibido para uso em animais destinados a
producdo de alimentos na Unido Europeia. A resisténcia ao cloranfenicol é, portanto,
provavelmente devida a co-selecao pelo uso de outros antibidticos que néo o cloranfenicol
(Osterberg et al., 2016; Amador, Fernandes, Prudéncio, & Duarte, 2019).

Em relacdo as cefalosporinas, todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo

menos um antibiético desta classe.

As cefalosporinas de 32 geracdo cefotaxima e ceftiofur apresentaram halos de
inibicdo bastante similares. Na generalidade os isolados que se mostraram resistentes a
cefotaxima também sdo resistentes ao ceftiofur. Sendo a cefotaxima um antibi6tico
clinicamente importante e o ceftiofur o seu correspondente na medicina veterinaria. Uma
possivel explicacdo pode ser o facto de as bactérias que possuem um mecanismo de
resisténcia a um antibiotico terem maior probabilidade de desenvolver resisténcia a um
antibiético que pertengca a mesma classe. Portanto, mesmo que um antibidtico especifico
seja usado em animais e ndo em pessoas, a resisténcia ao antibiotico de uso animal
também pode conferir resisténcia a um antibiético de uso humano. (Compassion in World
Farming, 2011; Collignon & McEwen, 2019). O estudo de Collignon & McEwen, 2019 diz
que em paises onde o uso de ceftiofur foi mais restrito, houve uma diminuicdo de

resisténcia a cefalosporinas de 32 geracgdao.

A resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao € principalmente mediada por

beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS). Os genes ESBL sao altamente moveis e
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transmitidos em plasmideos, e outros elementos genéticos. Devido ao elevado e excessivo
uso de cefalosporinas de 32 geracao, a resisténcia é agora comum. Os genes de resisténcia
sao frequentemente co-localizados com genes que codificam resisténcia a outras classes
de antibidticos, incluindo tetraciclinas, aminoglicosideos e sulfonamidas (Collignon &
McEwen, 2019).

Para a classe das fluroquinolonas, 75% dos isolados mostraram resisténcia,
nomeadamente a ciprofloxacina, a enrofloxacina e ao acido nalidixico. A resisténcia as
fluoroquinolonas esté associada a presenca de mutagdes nos gens cromossOmicos gyrA
(DNA girase) e ParC (topoisomerase V). Uma Unica alteragdo de um aminoacido pode
conferir resisténcia as fluroquinolonas. A resisténcia mediada por plasmideos também foi
detetada neste estudo pela presenga do gene qrnS e pela variante aac(6’)-Ib-cr, uma
aminoglicosilacetiltransferase capaz de acetilar a ciprofloxacina e que também confere
ressisténcia aos aminoglicosideos. Outros mecanismos que podem explicar a resisténcia
as fluroquinolonas podem ser as bombas de efluxo em especial as do tipo RND, que como
descrito na literatura coferem um aumento da resistencia as quinolonas; e um outro
mecanismo pode ser a alteracdo das porinas (Gamal A. et al., 2018; Hooper & Jacoby,
2016; Van Hoek et al., 2011)

Neste estudo E. coli produtoras de ESBLs mostraram o seguinte perfil de
resisténcia: aztreonamo, cefotaxima, ceftiofur, ceftarolina e em alguns isolados cefepime e
cefuroxima. Este perfil de resisténcia esta de acordo com a literatura (Lago, Fuentefria, &

Fuentefria, 2010; Lugsomya et al., 2018).

As E. coli com fenétipo de producdo de ESBLs apresentaram na sua maioria as
beta-lactameses TEM e CTX-M grupo 9 (isolados AsCTXipss € 0 AsCTX1pss), apenas um
isolado apresentou a beta-lactamase OXA e CTX-M grupo 9 (A7CIP1ss) correspondendo
a outros estudos feitos com amostras semelhantes (Cormier et al., 2019; Gundran et al.,
2019). Em termos de grupo filogenéticos prevaleceu o gropo B1, de seguida o A e apenas
um isolado pertenceu ao grupo D. O perfil de viruléncia foi fimH, iutA e traT podendo
conferir &s bactérias uma maior probabilidade de causar infe¢des urinarias (Johnson &
Stell, 2000; Spurbeck et al., 2012). Relativamente aos genes que conferem resisténcia as
guinolonas o o perfil foi semelhante para todos os isolados produtores de ESBL, mutacgdes
no genes cromossOmicos gyrA e parC, e a variante acc(6’)-Ib-cr, o que vai ao encontro da
literatura (Gamal A. et al., 2018; Roderova et al., 2017).

O isolado AsCTX2pss fOi fenotipicamente positivo para ESBL, no entanto n&o
amplificou para nenhum gene testado, o que pode ser explicado pela ocorréncia esporadica

de outros tipos de ESBL (Dang, Bortolaia, Tran, Le, & Dalsgaard, 2018). Pertente ao grupo
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filogenético A e apresentando o fator de viruléncia fimH que codifica fimbria do tipo 1 (fimH).
Este fator de viruléncia importante na colonizacdo do epitélio do trato urinario, é encontrado
frequentemente em isolados responsaveis por infecdes do trato urinario e em isolados

comensais. Apresentou mutagdes nos genes de resisténcia cromossomicos gyrA e parC.

Os isolados A:CTX;, sdo provenientes de amostras de carne de frango de produgéo
“caseira”, assim era de esperar que a prevaléncia de ESBLs e a carga microbiana fosse
menor neste tipo de carne “caseira” pois a utilizacdo de antibiéticos € menor quando
comparada com a producdo intensiva, e a utilizacdo de antibidticos em racbes como
promotores de crescimento sdo proibidas na Unido Europeia desde Janeiro de 2006. No
entanto os resultados deste estudo mostraram que as amostras provenientes deste tipo de
carne foram as que apresentaram maior carga microbiana resistente aos antibiéticos do
gue amostras provenientes de producdes intensivas adquiridas em hipermercados, néo
necessitando de incubacgdo. O isolado Aictxi (Escherichia coli) amplificou para o gene
blaTEM, o que esta de acordo com outros estudos (Cohen Stuart et al., 2012; Ye et al.,
2018; Gundran et al., 2019), pertence ao grupo filogenético D e apresenta fatores de
viruléncia iutA, traT. Estes fatores de viruléncia tém sido descritos associados a Escherichia
coli uropatogénica como fator de risco para o desenvolvimento de infe¢&o urinaria. Isolados
de Escherichia coli uropatogénica podem persistir durante longo tempo como comensais
no trato intestinal, podendo colonizar o trato urinario com possivel desenvolvimento de
infecdo do trato urinario (Spurbeck et al., 2012). Algumas explicacbes para este tipo de
amostras apresentar maior carga microbiana do que o esperado pode ser o facto de os
frangos ainda pequenos quando adquiridos pelos produtores primarios ja estarem
colonizados com bactérias resistentes, ou em alternativa a contaminacédo cruzada durante
a criacdo e o abate (Cohen Stuart et al., 2012). Neste tipo de produgéo “caseira” pode
haver inimeras origens para o aparecimento de bactérias resistentes. Seguem sugestbes

de possiveis origens que ndo foram encontradas na literatura:

¢ Aalimentagdo em que é comum que restos de alimentos sejam servidos as
aves, nomeadamente aparas de carnes cruas que podem servir como fonte
de proteina, mas que podem apresentar contaminagdo com bactérias
resistentes aos antibioticos;

¢ Durante o abate pode ocorrer contaminacdo, por exemplo se as penas e as
patas contiveram residuos de fezes do proprio animal ou de outros, estas
podem entram em contacto com a carne contaminando-a;

e No desmanche do animal pode ocorrer perfuracdo das visceras

contaminando a carne;
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e Ao contrario do que seria de esperar, nestas amostras de carne de producao
“caseira” foram encontradas em maior quantidade bactérias resistentes do
gue em amostras de hipermercado. Assim uma possivel justificacdo pode
ser o facto de nas grandes producdes e hipermercados haver um maior
controlo de qualidade, desde o crescimento do animal, o abate, o
desmanche e até chegar ao consumidor, o que ndo acontece nas producdes

tradicionais.

Isolados que ndo apresentaram fenétipo positivo para producao de ESBL mas que
apresentaram suscetibilidade reduzida as fluroquinolonas, mostraram-se na maioria do
grupo filogenético B2 e de seguida do grupo D. Com o mesmo perfil de viruléncia que os
isolados produtores de ESBL, fimH, iutA e traT podendo conferir as bactérias uma maior
probabilidade de causar infe¢fes urinarias (Johnson & Stell, 2000; Spurbeck et al., 2012).
O perfil de genes que conferem resisténcia as fluroguinolonas mostrou ser 0 mesmo que
os isolados produtores de ESBL: mutagfes no genes cromossomais gyrA e parC, e a
variante acc(6’)-Ib-cr, o que vai também ao encontro da literatura (Gamal A. et al., 2018;
Roderova et al., 2017).
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Embora o uso excessivo de antibiéticos na medicina humana seja a principal causa da
atual crise de resisténcia a antibioticos, uso excessivo e o mau uso de antibiéticos na producao

animal também é um fator importante para a proliferacdo da resisténcia.

Existe uma sobreposi¢cdo substancial entre os medicamentos necessarios para uso
humano e os atualmente utilizados na producéo animal, ou seja, séo utlizados na producgéo

animal varios antibiéticos clinicamente importantes para a satde humana.

As bactérias que possuem um mecanismo de resisténcia a um antibiético tém maior
probabilidade de desenvolver resisténcia a um antibidtico que pertenca a mesma classe. Este
estudo demonstra que bactérias que apresentam resisténcia aos antibiéticos de uso
veterinario cetfiofur e enrofloxacina também sao resistentes aos antibiéticos clinicamente

importantes cefotaxima e ciprofloxacina, respectivamente.

Este estudo teve como objetivo principal a pesquisa de bactérias de Gram negativo,
com foco nas Enterobacteriaceae, resistentes aos antibibticos B-lactimicos e nao B-
lactdmicos, em amostras de carne de aves e suino de diferentes origens e recolhidas em

hipermercados, comércio local e produgao “caseira”.

Foram identificadas bactérias resistentes as diferentes classes de antibi6ticos,
nomeadamente penicilinas, cefalosporinas de 3% 42 e 52 geracdo, fluoroquinolonas e
tetraciclinas. A caracterizagcdo molecular mostrou isolados de E. coli produtores de ESBLs do
tipo TEM, OXA e CTX-M, e genes de resisténcias as fluoroquinolonas gyrA, parC e acc(6’)-

Ib-cr.

No presente trabalho é de salientar que nos isolados de galinhas de produgéo “caseira”
a prevaléncia de bactérias resistentes aos antibioticos e produtoras de ESBLs é maior do que

nos isolados de hipermercado e de comercio local o que néo seria de esperar.

O combate a esta crise global de resisténcia aos antibiéticos devera ser abordado na
perspetiva “One Health” termo usado para descrever um principio que reconhece que a saude
humana e animal estéo interligadas, que as doengas sao transmitidas dos seres humanos
para 0s animais e vice-versa e, portanto, ambos devem ser abordadas. A abordagem “One
Health” também engloba o meio ambiente, sendo este outro elo entre humanos e animais e

também uma potencial fonte de novos microrganismos resistentes.

Para trabalhos futuros poder&o ser analisadas as ra¢fes dadas aos animais de forma
a perceber se tém antibidticos e quais as classes. Neste estudo como os resultados que

mostraram maior interesse foram dos isolados de producdo “caseira” e como este tipo de
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producdo em Portugal e seu impacto ainda ndo foram muito descritos, a analise das racdes

dadas as aves de pequenos produtores em Portugal seria um bom ponto de partida.
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