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Sumario

Nos altimos 50 anos os antibidticos tém sido utilizados como agentes terapéuticos
humanos e veterinarios, como promotores do crescimento animal e algumas vezes em
praticas agricolas. O uso massivo destas moléculas, em diferentes ambientes, levou a
seleccdo de bactérias multi-resistentes, em todas as regifes geogréficas, devido a
aquisicdo de mutacbes e elementos genéticos moveis (plasmideos, integrées e
transposdes) portadores de genes, que conferem resisténcia a um, ou mais antibidticos
(Schwarz et al., 2001).

A disseminacdo de bactérias resistentes e dos seus respectivos genes é preocupante nao
s6 no meio hospitalar, mas também em outros locais que, directa ou indirectamente,
contactam com o homem e o pdem em risco de contrair infecgcdes, ou de colonizagédo
com bactérias resistentes. Sdo ja alguns estudos que descreveram resisténcias a
antibidticos em estirpes oriundas de esgotos, dguas para consumo humano e recreativas,
no ar e em alimentos de origem animal e vegetal (Zanetti et al., 2001; Iversen et al.,
2002; Kuhn et al., 2005; Sapkota et al., 2006). As descargas de efluentes de esgotos
hospitalares e urbanos deficientemente tratados e de residuos de antibioticos por parte
da industria farmacéutica, a utilizacdo de estrume animal contaminado, o uso intensivo
de antibidticos na producdo animal e por vezes em praticas agricolas tém sido algumas
das razBes apontadas, que podem justificar a presenca de tais bactérias e genes nos
alimentos, animais, em ambiente aquéatico e no ar (Guardabassi et al., 1998; Schwarz et
al., 2001; Zanetti et al., 2001; Iversen et al., 2002; Sapkota et al., 2006).

Para além de bactérias verdadeiramente patogénicas, ou oportunistas ndo podemos
esquecer que muitos dos genes de resisténcia sdo transferiveis e que a prépria flora
autoctone dos diferentes ambientes pode servir ndo s6 como reservatorio, mas também

como local de amplificacdo destes genes fora dos hospitais.

Assim, é objectivo deste estudo fazer um trabalho de reviséo sobre a disseminacdo de

bactérias e genes que conferem resisténcia a antibioticos no ambiente, de modo a



contribuir para uma maior compreensédo e divulgacdo do uso destas moléculas e do seu
possivel impacto na saude publica. Tratando-se de um problema emergente a nivel
mundial, em que todos os profissionais de salde se deverdo encontrar envolvidos,
parece-me fundamental que, enquanto futura profissional de Ciéncias Farmacéuticas,
adquira competéncias sobre o tema, de forma que, num futuro préximo, possa contribuir

para a educacao ambiental e salide publica das populagdes.

Abstract

In the last fifty years, antibiotics have been used as human and veterinary therapeutic
agents, such as animals growth promoters and, sometimes, in agricultural practices. The
massive use of these molecules, in different environments, led to the selection of multi-
resistant bacteria in all geographical regions due to the acquisition of mutations and
mobile genetic elements (plasmids, integrons and transposons), carry genes that confer

resistance to one or more antibiotics (Schwarz et al., 2001).

The spread of resistant bacteria and their genes is worrying, not only in hospitals but
also in other places, which directly or indirectly, into contact with the man and put at
risk of contracting infections or colonization with resistant bacteria. Are already some
studies that described resistance to antibiotics in strains from sewage, water for human
consumption and recreation, air and food origin of animal and plant (Zanetti et al.,
2001; Iversen et al., 2002; Kuhn et al., 2005; Sapkota et al., 2006).The discharge of
sewages effluents and urban hospitals poorly treated and the residues of antibiotics by
the pharmaceutical industry, the use of manure contaminated, the intensive use of
antibiotics in animal production and agricultural practices, have been some of the
reasons that can justify the presence of such bacteria and genes in food, animals or in
the aquatic environment and air (Guardabassi et al., 1998; Schwarz et al., 2001; Zanetti
et al., 2001; Iversen et al., 2002; Sapkota et al., 2006).

Besides pathogenic bacteria or opportunistic truly, we must not forget that many of the

genes for resistance are transferable and that the indigenous flora of the different



environments can serve not only as a reservoir, but also as a place of amplification of

these genes outside of hospitals.

So, the objective of this study is to do a review about the spread of bacteria and genes
that confer resistance to antibiotics in the environment, to contribute to greater
understanding and disclosure of the use of these molecules and their possible impact on
public health. This is an emerging problem worldwide, where all health care
professionals should be involved, it seems to me essential that, while professional future
of Pharmaceutical Sciences, acquire knowledges on the subject, so that in the near
future, 1 can give my contribute to peoples education on issues of environment and
public health.
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Capitulo I — Consideragdes gerais sobre antibidticos

1 — Historia e evolucdo dos antibidticos

A descoberta dos agentes antimicrobianos e a sua utilizacdo no tratamento de infec¢oes
bacterianas revolucionou a histéria da medicina moderna, pois veio permitir o
tratamento eficaz de doencas infecciosas até entdo consideradas mortais (ex:
tuberculose, lepra, sifilis, infeccbes pulmonares e meningite bacteriana) (Ligon, 2004;
Bryskier, 2005). Isto s foi possivel, porque estes compostos mostraram ter capacidade
de interferir com algumas estruturas e processos fundamentais envolvidos no

crescimento bacteriano (bacteriostaticos), ou na sua sobrevivéncia (bactericidas).

O termo antibiotico foi criado, em 1889, por Vuillemin. No entanto, é sé em 1942 que
Waksman o utiliza para classificar compostos quimicos naturais (Bryskier, 2005).
Inicialmente, estes compostos eram obtidos através de reac¢fes associadas ao
metabolismo de diversos microrganismos (fungos, ou bactérias), como por exemplo
Actinomycetes ou Streptomyces (Donadio et al. 2002; Thompson et al., 2002; Cundliffe,
2006; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009). Um dos exemplos mais conhecidos é o
antibidtico penicilina, um B-lactamico produzido pelo fungo Penicillium notatum.
Também revolucionaram a histéria da medicina a producdo da estreptomicina por
Streptomyces griseus e da tetraciclina por Streptomyces spp. Outros exemplos sdo
destacados na Tabela 1.1. Actualmente, a producdo dos antibidticos é realizada por
sintese quimica total (ex: sulfonamidas, ou quinolonas), ou por semi-sintese (ex:
ampicilina) (Brakhage, 1998; Bryskier 2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009).
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Tabela 1.1 — Dados cronologicos relativos a descoberta de antibidticos e
microrganismos associados a sua producdo (adaptado de Sousa, 2006).

Dados cronoldgicos Antibioticos Origem
1928 Penicilina Penicillium notatum
1935 Sulfanilamida/Prontosil Sintese quimica
1944 Estreptomicina Streptomyces griseus
1944 Gramicidina Bacillus brevis
1945 Bacitracina Bacillus licheniformis
1947 Cloranfenicol Streptomyces venezuelae
1947 Polimixina Bacillus polymyxin
1948 Cefalosporinas Cephalosporium spp
1952 Eritromicina Streptomyces eritreus
1953 Tetraciclina Streptomyces spp
1956 Vancomicina Streptomyces orientalis
1957 Rifampicina Streptomyces mediterranei
1962 Acido Fusidico Fusidium coccineum
1963 Gentamicina Micromonospora purpura

A era moderna da antibioterapia iniciou-se, em 1936, com o uso da sulfanilamida
(prontosil — um pro-farmaco) em infeccBes estreptocdcicas (erisipela), estafilocécicas,
gonocdcicas e pneumocacicas (Bryskier, 2005). Em 1928, Alexander Fleming descobre
a penicilina, sendo este um dos marcos mais significativos na Histéria da Ciéncia,
Medicina e Farméacia do séc. XX, pois esta era muito mais eficaz que as sulfonamidas
no combate as infeccOes, anteriormente, referidas. No entanto, s6 cerca de dez anos
mais tarde é que a comunidade cientifica se debruca sobre a investigacdo e producao
deste antibiotico. Assim, a sua aplicacdo na terapéutica humana sé se verificou nos anos
quarenta, mais precisamente em 1941, quando Howard Florey e Ernest Chain,
investigadores da Universidade de Oxford, em colaboragdo com outros cientistas,
publicaram um artigo onde demonstraram as propriedades terapéuticas da penicilina.
Devido ao contexto histérico da época — Il Guerra Mundial — a necessidade da producao
em larga escala deste antibiotico era urgente. Isto foi possivel nos Estados Unidos, em
1943, com a colaboracéo de alguns laboratorios de Industria Farmacéutica. Em 1944, a
penicilina é distribuida em Portugal através da Cruz Vermelha (Pereira et al., 2005;
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Sousa, 2006). Finalmente, em 1945, foi atribuido o Prémio Nobel da Medicina e

Fisiologia a Fleming, Florey e Chain pela sua descoberta e validagéo terapéutica.

Desde esta data até aos anos sessenta foram descobertos varios antibioticos (Tabela 1.1),
sendo, seguidamente, descritos alguns exemplos. Em 1957, por digestdo enzimatica da
benzilpenicilina, é obtido o &cido 6-aminopenicilamico (6-APA), que permite o
desenvolvimento de antibidticos semi-sintéticos, a partir de alteragcbes nos radicais
quimicos das cadeias laterais do nucleo penemo. O primeiro antibiético semi-sintético a
ser produzido foi a meticilina (derivado da penicilina G). Logo a seguir surgem as
primeiras cefalosporinas semi-sintéticas (derivadas da cefalosporina C), a partir de
alteracbes nos radicais quimicos das cadeias laterais do nucleo cefemo (ex: cefalotina
em 1962 e cefalonidina em 1964) (Rolinson, 1998; EMEA, 1999; Sousa, 2006;
Rolinson et al., 2007).

A ideia de que os antibidticos eram farmacos milagrosos e que resolviam o problema de
todas as doencas infecciosas, foi desfeita com o aparecimento das primeiras resisténcias
bacterianas. Assim, trés anos ap6s a utilizacdo terapéutica da penicilina é identificada a
produgdo de B-lactamases por Staphylococcus aureus. Em 1948, cerca de 50% dos
isolados hospitalares de S. aureus sdo penicilina resistentes e dez anos depois este valor
aumenta para 80%. No sentido de ultrapassar este problema, foi introduzida, em 1960, a
meticilina. No entanto, em 1961, é identificado o primeiro isolado de S. aureus
meticilina resistente. E também neste ano que aparecem as primeiras Escherichia coli
resistentes a ampicilina. No decurso dos anos sessenta e setenta a resisténcia aos -
-lactamicos é incrementada em varios géneros bacterianos. Em 1976, é isolado o acido
clavulénico (composto inibidor de algumas B-lactamases), que em associagcdo com
outros antibioticos como a amoxicilina (associagdo introduzida na terapéutica em 1981),
aumenta o seu espectro de ac¢do. Actualmente, existem [-lactamases que ndo séo

inibidas por este composto (Rolinson, 1998; Sousa, 2006).

Nos anos 80, a situacdo agrava-se com o aparecimento de isolados de Streptococcus
pneumoniae resistentes a eritromicina, de bactérias de Gram negativo produtoras de f3-

-lactamases de espectro alargado e de Enterococcus spp resistentes a vancomicina, entre
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outros. Nos anos 90 sdo identificados os primeiros isolados de bactérias de Gram
negativo produtoras de carbapenemases (EMEA, 1999; Sousa, 2006). Tendo em
consideracdo esta realidade, é facil de compreender a necessidade urgente da descoberta

de novos agentes antibacterianos (Spellberg et al., 2004).

2 — Classes de antibioticos, mecanismos de accdo associados e espectro de
actividade

Os antibidticos encontram-se agrupados em classes/familias, que diferem no seu
mecanismo de accdo sobre a célula bacteriana, quer ela seja de bactérias de Gram
positivo, quer de Gram negativo (Fig.1.1 e Fig.1.2) (Bryskier, 2005; Murray et al.,
2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009). Estes agentes apresentam tropismo para as
células procariotas, ndo actuando, de uma forma geral, nas células eucariotas, Archaea e
virus, devido a diferencas de organizagdo celular (Fig.1.3). As diferencas estruturais
entre as células procariotas e eucariotas também justificam a toxicidade selectiva dos
antibioticos, relativamente, as primeiras (Murray et al., 2005; Sousa, 2006; Madigan, et
al., 2009).

Cell wall synthesis [DNA gyrase | IRNA elongation DNA-directed RNA polyme
Cycloserine Quinolories L Nalidixic acid Actinomycin Rifampin

Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin

Penicillins —
Cephalosporins T~ Protein synthesis
Monobactams (508 inhibitors)
Carbapenems - : 3
Erythromycin (macrolide,
Chloramphenicol
Clindamycin
| Lincomycin

Protein synthesis
(30S inhibitors)

Trimethroprim -----;--
Sulfonamides

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin

. A ) g y Gentamicin
Cytoplasmic membrane Z . 7 Kanamycin
structure and function ™ - BN di Amikacin

Polymyxins = B— p— ¥ Nitrofurans
Daptomycin R 5
Plantesimycin
PABA Cytoplasmic  Cell wall Mubirooci
membrane ypirocin
Puromycin

Fig.1.1 — Mecanismos de accdo dos antibioticos na célula bacteriana (Madigan et al.,
2009).
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Fig.1.2 — Diferencas estruturais entre bactérias de Gram positivo e de Gram negativo.
Ambas tém estruturas internas semelhantes. No entanto, as bactérias de Gram negativo
possuem uma membrana externa, que funciona como uma barreira de
impermeabilizagcdo (Murray et al., 2005).
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Fig.1.3 — Diferencas estruturais entre célula procariota (a) e eucariota (b) (Madigan et
al., 2009).
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Dentro dos principais grupos de antibacterianos incluem-se os antiparietais,
antimembranares, inibidores da sintese proteica, inibidores dos &cidos nucleicos e
antimetabolitos. (Bryskier, 2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009). Seguidamente,

destacam-se algumas das familias/moléculas mais, comummente, usadas.

1) Antiparietais (Fig.1.1, Tabela 1.2):

Estes agentes antibacterianos actuam ao nivel de uma das fases da biossintese do
desta macromolécula e, consequentemente, a lise celular (Essack, 2001; Bryskier, 2005;
Sousa, 2006). Incluem vérios grupos de compostos, destacando-se os f-
-lactamicos e glicopéptidos pelo seu elevado consumo.

Os B-lactdmicos tém actividade em bactérias de Gram positivo e de Gram negativo
(Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, S. viridans, Hemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, etc.) em crescimento e usam-se numa
variedade enorme de infeccGes, nomeadamente, em otites do ouvido externo e médio,
amigdalites, faringites, infecces da pele e tecidos moles, septicemias, infeccOes
brénquicas e pulmonares, etc. Podem referir-se como exemplos as penicilinas e seus
derivados, as cefalosporinas (1%, 22 3% e 42 geracBGes), 0S monobactamos e 0s
carbapenemos. Embora esta familia de antibidticos apresente baixa toxicidade para os
humanos e animais, podem, no entanto, desencadear-se reac¢des raras como a
anafilaxia, nefrotoxicidade e coagulopatias (Bryskier, 2005; Sousa, 2006; Madigan et
al., 2009).

Os antibidticos B-lactamicos actuam ao nivel da sintese do peptidoglicano por inibi¢do
irreversivel de proteinas alvo, localizadas na membrana citoplasmatica bacteriana,
designadas de PBPs (Penicilin Binding Proteins). Estas proteinas tém uma accéao
enzimatica essencial na sintese do peptidoglicano, pois funcionam como substrato
analogo do acil-D-alanil-D-alanina (componente do peptidoglicano) (Malouin et al.,
1986). Os PBPs sdo, geralmente, especificos da espécie bacteriana. Como exemplo
podemos referir que em Staphylococcus aureus existem 4 PBPs (PBP;, PBP,, PBP; e
PBP,) e em Escherichia 7 PBPs (1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 6). Os varios p-lactamicos podem
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apresentar diferentes afinidades para os diversos PBPs, como € o caso da penicilina G e
cefalosporinas para os PBPs 1 € 15, imipenemo para o PBP,, 0 azetreonamo para o

PBP;3 e a cefoxitina para o PBPs e ¢ (Sousa, 2006).

Os glicopéptidos (vancomicina e teicoplanina) s6 sdo activos em bactérias de Gram
positivo em crescimento uma vez que, o seu elevado peso molecular ndo lhes permite
atravessar os canais de porina da membrana externa das bactérias de Gram negativo
(Fig.1.2, Fig.1.4) (Finch et al., 2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009). As moléculas
desta familia de antibidticos ligam-se ao dipeptideo D-alanil-D-alanina de NAG-
NAMA-pentapeptideo-P-P-lipideo  (peptidoglicano) na interface da membrana
citoplasmatica. Desta forma, impedem a transferéncia de unidades recém sintetizadas de
peptidoglicano para a matriz parietal em crescimento e, consequentemente, a sintese
normal da parede celular. A lise da célula bacteriana € promovida pela accdo de
autolisinas enddgenas. S&o utilizados, exclusivamente, a nivel hospitalar, abrangendo
infecces originadas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
Streptococcus spp e a maioria de Enterococcus spp, entre outras bactérias de Gram
positivo. Devido ao facto de serem fracamente absorvidos a nivel intestinal sdo,
frequentemente, utilizados para enterocolites por Clostridium dificille (Finch et al.,
2005; Sousa, 2006).

Cl

Fig.1.4 — Estrutura quimica da molécula do agente antimicrobiano Vancomicina,
pertencente ao grupo dos antibidticos glicopeptidos (Madigan et al., 2009).
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i) Antimembranares (Fig.1.1, Tabela 1.2):

As membranas funcionam como barreiras protectoras a entrada de compostos nocivos a
célula bacteriana e ainda intervém em alguns processos do metabolismo celular (ex:
respiracdo - cadeia transportadora de electrdes). Consequentemente, a inibicdo da

actividade da membrana compromete a sobrevivéncia celular.

A maior parte dos agentes antibacterianos antimembranares apresenta elevada
toxicidade, sendo, frequentemente, utilizados por via topica. Como exemplo podem
referir-se a gramicidina A, tirotricina (activos contra bactérias de Gram positivo) e as
polimixinas (activas em bactérias de Gram negativo). As polimixinas sdao moléculas
polipeptidicas ciclicas, unidas por uma ligacdo amida a um &cido gordo. A molécula do
antibidtico interactua com o lipideo A dos lipopolissacarideos (LPS) existentes nas
bactérias de Gram negativo, permitindo a permeabilizacdo da membrana externa por
deslocacio dos ides de célcio e magnésio. E sugerido que a cauda do &cido gordo das
polimixinas se ligue, electroestaticamente, as cargas negativas dos grupos fosfato dos
fosfolipidos membranares. Deste modo, ao haver alteracdo da permeabilidade
membranar produz-se um efluxo de potassio, aminoacidos e nucleétidos, originando a

morte celular (efeito bactericida) (Sousa, 2006).

Recentemente, foi introduzida na terapéutica a daptomicina (Fig.1.5), uma molécula
com accdo antibacteriana, fortemente, dependente do ido célcio, que se encontra em
concentracdes ideais no soro humano. Este ido vai ligar a daptomicina a membrana
citoplasmatica bacteriana, sendo, posteriormente, abertos canais que promovem o seu
rompimento e, consequentemente, a saida de potassio, fenémenos de despolarizacédo e a
morte celular. Este antibiotico s6 € activo em bactérias de Gram positivo [ex:
Enterococcus spp resistentes aos glicopéptidos (ERG), MRSA] uma vez que, possui um

elevado peso molecular (Sousa, 2006; Cottagnoud 2008; Madigan et al., 2009).
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Fig.1.5 — Estrutura quimica do antibidtico lipopeptidico ciclico Daptomicina, que actua
como despolarizador da membrana citoplasméatica em bactérias de Gram positivo
(Madigan et al., 2009).

iii) Inibidores da sintese proteica (Fig.1.1, Tabela 1.2):

Para que haja reproducao bacteriana é necessario que ocorra a sintese proteica, tendo as
proteinas sintetizadas uma funcdo estrutural, ou enzimatica. Os antibidticos inibidores
da sintese proteica podem actuar ao nivel da subunidade ribossomal 30S
(aminoglicosideos, tetraciclinas), ou 50S (cloranfenicol, macrolidos, estreptograminas,
lincosamidas, acido fusidico). A maioria tém uma accdo bacteriostatica, sendo uma
excepcdo os aminoglicosideos (Bryskier, 2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009).
Dentro desta familia serdo aqui destacados 0s aminoglicosideos, tetraciclinas e

macrolidos devido a sua elevada utilizag&o.
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Os aminoglicosideos (ex: gentamicina, estreptomicina, canamicina, neomicina, etc.)
actuam em bactérias de Gram negativo e de Gram positivo (Sousa, 2006). A
estreptomicina liga-se a proteina S12 da unidade ribossomal 30S, bloqueando a sintese

proteica na fase de iniciacdo causando erro de leitura no mRNA (Berg et al., 2002).

Quando administrados em monoterapia estes antibidticos sé actuam em bactérias, que
possuem a cadeia transportadora de electres completa. No entanto, se associados a
outras classes (B-lactamicos, ou glicopéptidos) podem ser administrados a alguns
microrganismos, naturalmente resistentes a eles, pelo facto de os antibiGticos
antiparietais favorecerem a sua entrada na célula. Sdo por isso, frequentemente, usados
em infecgBes graves causadas por varios agentes, nomeadamente, Streptococcus spp e
Enterococcus spp. A utilizacdo de aminoglicosideos devera ser monitorizada uma vez
que, podem causar nefro e ototoxicidade (Sousa, 2006; Robles et al., 2008; Madigan et
al., 2009).

As tetraciclinas apresentam um espectro alargado actuando em bactérias de Gram
positivo e de Gram negativo de localizacdo extracelular, ou intracelular (ex: Rickettsia
spp, Chlamydia spp). Este antibiético liga-se a subunidade ribossomal 30S e inibe a
ligagdo do aminoacyl-tRNA ao local A do ribossoma (Berg et al., 2002; Mascaretti et
al., 2003). O seu baixo custo faz também que sejam, largamente, usadas em medicina
humana e animal. Devido a sua capacidade de quelatar o ido de célcio apresentam
afinidade para o tecido dsseo, dentes e unhas, sendo necessario algum cuidado na sua
administracdo em criangas em fase de crescimento, gravidas, ou mulheres a amamentar.
Outros efeitos adversos sdao as reaccdes de hipersensibilidade, irritacdo gastrica,
fototoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Chopra et al., 2001; Sousa, 2006;
Robles et al., 2008). Recentemente, foi introduzido no mercado um derivado da
minociclina, a tigiciclina, que pertence a familia das glicilciclinas. Esta molecula
apresenta uma boa actividade contra bactérias de Gram negativo e de Gram positivo

com resisténcia multipla. A sua utilizagdo é, exclusivamente, hospitalar.

Os macrolidos dividem-se em trés subfamilias, sendo classificados consoante o nimero

de atomos de carbono que compdem o anel lactdnico. Ligam-se, reversivelmente, a
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unidade ribossomal 50S inibindo a transpeptidizacdo e translocagcéo (elongacéo)
(Mascaretti et al., 2003). Assim, nos constituidos por 14 &atomos é de referir a
eritromicina, nos de 15 a azitromicina e nos de 16 a espiramicina. Embora apresentem,
maioritariamente, actividade contra bactérias de Gram positivo, podem ser,
ocasionalmente, utilizados em infeccBes por bactérias de Gram negativo como
Campylobacter spp, Legionella spp, ou Haemophilus spp. Tém boa penetragédo
intracelular, pelo que sdo Uteis em infec¢Oes originadas por bactérias intracelulares (Jain
et al., 2004; Sousa, 2006).

Recentemente, foi introduzida no mercado uma nova familia, as oxazolidinonas, cuja
molécula representante é o linezolide. Este antibidtico liga-se a subunidade ribossomal
50S, perto da interface com a subunidade 30S, impedindo a formacdo do complexo
ribossomal de iniciacdo 70S (Swaney et al., 1998). Tém uma Optima actividade em
infecgBes graves por bactérias de Gram positivo, sendo a sua utilizagdo, exclusivamente,
hospitalar (Sousa, 2006; Wilson et al., 2008).

iv) Inibidores da sintese de acidos nucleicos (Fig.1.1, Tabela 1.2):

Estes antibidticos interferem na sintese de DNA bacteriano, inibindo as enzimas DNA-
-girase e topoisomerases, essenciais a sua replicacdo. A primeira € responsavel por
induzir o superenrolamento negativo no DNA bacteriano, enquanto que as segundas
induzem o relaxamento e separacdo deste. Desta forma, impede-se a replicacdo e
transcricdo do DNA, dando origem a um efeito bactericida. Como exemplo desta classe
é de referir a familia das quinolonas, que sdo classificadas em quatro geragdes. Da
primeira geragdo faz parte o &cido nalidixico, usado em infec¢Bes urinarias moderadas.
A segunda geracdo inclui agentes como a ciprofloxacina, norfloxacina entre outros, que
apresentam boa actividade contra bactérias de Gram negativo. A terceira (levofloxacina,
moxifloxacina) e quarta geracbes (trovofloxacina) apresentam actividade tanto em
bactérias de Gram negativo como de Gram positivo (Sousa, 2006; Madigan et al.,
2009). Clinicamente s&o administrados no tratamento de infec¢Bes urinarias moderadas
e graves, prostatite, infeccbes do tracto respiratorio inferior, doencgas sexualmente
transmissiveis, gastroenterites e tecidos moles. Em termos de efeitos adversos, é de

realcar que interferem com o desenvolvimento das cartilagens 0sseas, ndo devendo, por
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este motivo, ser administradas a criancas, gravidas e maes em fase de amamentacdo
(Bryskier, 2005; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009).

v) Antimetabolitos (Fig.1.1, Tabela 1.2):

Estes agentes antibacterianos actuam na célula bacteriana por antagonismo competitivo
do &cido p-aminobenzdico (PABA), que é um co-factor essencial & sintese do &cido
félico. Assim, ao impedir a produgdo deste composto, inibe-se o crescimento bacteriano
e promove-se a sua morte. Dentro desta classe sdo de referir as sulfonamidas e o
trimetoprim, duas moléculas que possuem efeito bacteriostatico. No entanto, quando
associadas tém um efeito sinérgico e uma actividade bactericida. As sulfonamidas vao
inibir a enzima dihidropteroato sintetase (DHPS), que é responsavel pela incorporacao
do PABA no acido dihidropterdico. O trimetoprim é um inibidor da enzima
dihidrofolato redutase (DHFR), que vai impedir a conversao do acido di-hidrofdlico em
acido tetra-hidrofélico. Ambos os antibidticos sdo activos em bactérias de Gram
positivo e de Gram negativo. Clinicamente sdo utilizados em infeccBes urinérias,
disenteria bacilar e infeccdes do trato respiratorio inferior. Ndo devem ser administrados
durante a gravidez, amamentacdo e a recém-nascidos devido a sua elevada ligacdo as
proteinas, pois libertam a bilirrubina que se encontra ligada a albumina, provocando

encefalopatia toxica. Podem ainda causar reac¢des de fotossensibilidade (Sousa, 2006).

vi) Nitrofuranos (Fig.1.1, Tabela 1.2):

Afectam varios sistemas enzimaticos bacterianos, que interferem nos mecanismos da
sintese proteica, no metabolismo dos carbohidratos (inibicdo da acetilcoenzima A), nas
sinteses de DNA, RNA e parede celular. A nitrofurantoina € utilizada, exclusivamente,
no tratamento de infeccBes urinarias baixas (cistite), sendo a sua actividade influenciada
pelo pH urinario. Esta molécula é mais activa a pH acido que alcalino, ndo devendo ser
utilizada em infeccGes urinarias provocadas por bactérias produtoras de urease, como
Proteus spp, Serratia spp e Pseudomonas aeruginosa. Nao deve ser administrada a
gravidas durante a lactacdo e em criancas com idade inferior a um ano. Varios séo 0s
efeitos adversos provocados por este antibidtico, sendo de realgar os hematicos, em
doentes com deficiéncia de glucose 6-fosfato-eritrocitaria e criangas com imaturidade

enzimatica para a sintese da glutationa, e efeitos pulmonares que, devido a tratamento
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prolongado, pode levar a fibrose pulmonar associada a formacdo de radicais livres de
oxigénio por autoxidacdo da nitrofurantoina reduzida nos tecidos (Amit et al., 2002;
Sousa, 2006; Peall et al., 2007; Goemaere et al., 2008).

Tabela 1.2 — Classes de antibidticos e seu mecanismo de ac¢do (adaptado de Sousa,

2006).

Classes

Antiparietais

Antimembranares

Inibidores da sintese proteica

Inibidores da sintese de acidos
nucleicos

Antimetabolitos

Nitrofuranos

Antibiéticos

Fosfomicina
D-Cicloserina
B-lactamicos

Bacitracina (polipeptideo)

Vancomicina
Teicoplamina

Polimixinas
Tirotricina
Gramicidina
Daptomicina

Aminoglicosideos-

-aminociclitéis
Espectinomicina
Tetraciclinas
Glicilciclinas
Cloranfenicol
Macrolidos
Lincosamidas
Estreptograminas
Mupirocina
Acido Fusidico
Oxazolidinonas
Cet6lidos
Evernimicina

Rifampicina
Metronidazol
Quinolonas

Sulfonamidas
Trimetoprim
PAS

Nitrofurantoina

Mecanismo de ac¢do

Inibicdo da sintese do
peptidoglicano

Glicopeptideos

Inibicho da fungdo da membrana
celular, afectando a sua
permeabilidade.

Inibicho  dos  mecanismos  de
transcricdo ou tradugdo da sintese
proteica.

Podem actuar no DNA (acido
desoxiribonucleico), inibir a sintese
do RNA (4cido ribonucleico), inibir
0 &cido tetrahidrofélico, alterar a
estrutura do &cidos nucleicos, ou
reduzir a formacao de nucleotideos.

Inibem a biossintese de co-factores
folato, que vao impedir a formacéo
de acidos nucleicos e proteinas.

Inibico da acetilcoenzima A,
sintese de DNA e RNA, e parede
celular.
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Apos o grande desenvolvimento da antibioterapia, com a descoberta/modificacdo de
moléculas de antibioticos, verificou-se um declinio na investigacdo de novos compostos
por parte das grandes empresas da Industria Farmacéutica. Os factores associados a esta
falta de investimento podem estar relacionados com o elevado custo de todo o processo
de investigacdo, até a obtencdo da Autorizacdo de Introducdo no Mercado (AIM) e o
aparecimento rapido de resisténcias, com a consequente descontinuidade do uso das
moléculas existentes no mercado. Deste modo, é colocada em sério risco a saude
publica mundial, devido a falta de alternativas para o tratamento de infeccbes
bacterianas, provocadas por microrganismos com elevada resisténcia aos

antibacterianos, actualmente, existentes (Spellberg et al., 2004; Baker, 2006).
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Capitulo Il — O uso da Engenharia Genética pelas bactérias
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Capitulo Il — O uso da Engenharia Genética pelas bactérias

1 — Mecanismos de resisténcia a antibioticos

As bactérias habitam o planeta ha cerca de trés bilides e meio de anos, muito antes de
ter surgido a espécie humana (Bennett, 2008). Um estudo realizado e orientado por
Dancer et al. (1997), na ilha Ellesmere na Islandia (Arquipélago Canadiano Arctico),
com amostras recuperadas de glaciares, demonstrou a presenca de bactérias resistentes a
compostos antimicrobianos, com uma idade estimada em dois mil anos. E sugerido que,
ao longo deste largo periodo de tempo, estes microrganismos foram-se adaptando as
diferentes alteracdes ambientais, incluindo a presenca de substancias toxicas. Esta
capacidade de adaptacdo permitiu-lhes proliferar e colonizar o planeta, através de

estratégias de alteracdo genética, que passa pela modificacdo do seu DNA.

Tal como referenciado no capitulo anterior, os antibiéticos funcionam como agentes
agressores para as bactérias, tendo estas adquirido mecanismos de defesa, que lhes
permitem a sobrevivéncia na presenca destas moléculas (Bennett, 2008). No entanto,
pensando na comunidade microbiana circundante aos microrganismos produtores destas
moléculas, conclui-se que o primeiro contacto, que 0s microrganismos tiveram com 0s
antibidticos, foi muito antes da era da antibioterapia. Guardabassi et al. (2004)
observaram genes com uma elevada homologia a vanA, vanB, vanH e vanX de
Enterococcus spp em bactérias de solo (Paenibacillus spp e Rhodococcus spp), tendo
conseguido encontrar 23 novas sequéncias com 86 a 100% de identidade a vanA de
Enterococcus spp, em Paenibacillus spp de solo agricola e jardins sem historia de
fertilizacdo orgéanica (Guardabassi et al., 2006-FEMS). Os autores concluiram que as
bactérias do solo desenvolveram uma necessidade fisica de se protegerem da accdo dos

glicopéptidos, antes da sua introdugdo na medicina humana.

O papel da producéo de agentes antimicrobianos por bactérias foi, durante muito tempo,

associado, exclusivamente, a um sistema de competi¢cdo por espago e nutrientes numa
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comunidade polimicrobiana. No entanto, estudos recentes tém atribuido outras fun¢des
bioldgicas a estas moléculas. Linares et al. (2006) sugeriram que concentragdes
subinibitorias de antibidticos podem funcionar como sinais, que regulam a homeostase
das comunidades microbianas ao promover alteracdes, que podem favorecer a sua
sobrevivéncia no ambiente como a colonizacao de superficies (formacéo de biofilmes e
motilidade) e na luta contra predadores eucariotas (citotoxicidade). Por exemplo,
Pseudomonas aeruginosa na presenca de antibidticos como a tobramicina, tetraciclina e
norfloxacina, em concentracGes subinibitorias, é induzida a formar biofilmes.
Adicionalmente, a tobramicina ainda estimula um aumento da motilidade e a tetraciclina
estimula a expressdo do sistema de secrecdo tipo Ill, envolvido em accbes de

citotoxicidade.

Apesar dos microrganismos resistirem aos antibioticos hd milhdes de anos, o desafio
que impdem a terapéutica nunca foi tdo dificil como na actualidade. Este problema foi-
-se agravando, nos Gltimos 50 anos, com o uso massivo de antibioticos como agentes
terapéuticos humanos e veterinarios, como promotores do crescimento animal e em
actividades agricolas, levando a seleccdo de bactérias multi-resistentes em todas as

regides geograficas e nichos ecoldgicos (Schwarz et al., 2001).

A resisténcia bacteriana pode ser classificada como natural ou intrinseca (faz parte das
caracteristicas fenotipicas das espécies bacterianas), ou como adquirida (transferida
entre bactérias) (EMEA, 1999; Harbottle et al., 2006). Os dois tipos de resisténcia
podem ser encontrados em todas as estirpes bacterianas patogénicas, ou na flora
comensal de humanos, ou animais (EMEA, 1999; Harbottle et al., 2006). Apesar de
muitas bactérias apresentarem mecanismos de resisténcia naturais, que facilitam a sua
sobrevivéncia em ambientes de elevada pressdo selectiva, seguidamente, serdo apenas

exemplificados alguns dos adquiridos.

Um dos mecanismos de resisténcia mais comuns é a producdo de enzimas, que alteram
guimicamente a molécula de antibidtico inactivando-a. Um dos exemplos mais
disseminados sao as f-lactamases, enzimas que inibem a ac¢éo das moléculas da familia

dos B-lactamicos através da cisdo do anel B-lactamico. Estas podem ser classificadas
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quanto a sua funcdo (sistema Bush-Jacoby-Medeiros), ou quanto & sua estrutura
(sistema Ambler). Segundo o sistema Ambler estas enzimas sdo divididas em quatro
grupos, designados de A, B, C, e D. As enzimas dos grupos A, C e D possuem um
residuo de serina no seu centro activo, enquanto que as do grupo B dependem da
presenga do cofactor zinco, sendo designadas por metaloenzimas. Actualmente,
encontram-se descritas mais de 200 diferentes tipos de B-lactamases, podendo estar
localizadas em elementos mdveis, mobilizaveis, ou no cromossoma (Murray et al.,
2005; Paterson et al., 2005). Algumas destas enzimas, apds uma evolucdo associada a
mutacdes, podem originar situagdes complicadas ao degradar a maioria das moléculas
de B-lactdmicos. Como exemplo podem citar-se as 3-lactamases de espectro estendido e
carbapenemases, que constituem, actualmente, uma ameaca séria a saude publica pela
sua elevada incidéncia e dispersdo (Bradford, 2001; Paterson et al., 2005).
Curiosamente, alguns dos genes que codificam estas enzimas parecem ter uma origem

ambiental, como CTX-M-8 descrita por Poirel et al. (2002) em Kluyvera georgiana.

Existem ainda outro tipo de enzimas, como as acetiltransferases (ex: aac(6')-1b, cat(A),
vat(D)), fosfotransferases (ex: aph(3’)-1) e adeniltransferases (ex: aadAl), que tém a
capacidade de modificar quimicamente alguns antibidticos como por exemplo
aminoglicosideos, cloranfenicol, ou estreptograminas. Algumas enzimas tém actividade
sobre diferentes moléculas dentro da mesma familia (ex: aac(6’’)-le-aph(2’) que
inactiva todos os aminoglicosideos com excepcdo da estreptomicina), ou mesmo
antibidticos de familias diferentes (ex: aac(6")-lb-cr degrada aminoglicosideos e
quinolonas) (Wright et al., 1999; Galan et al., 2000; Randall et al., 2004; Harbottle et
al., 2006; Sabtcheva et al., 2009). Grande parte destas enzimas foi detectada em
elementos genéticos moveis (Bradford, 2001; Paterson et al., 2005; Alekshun et al.,
2007).

Outras estratégias usadas pelas bactérias incluem a alteracdo do local alvo de ligacao
dos antibioticos. Por exemplo os PBPs podem estar mutados ou recombinados,
perdendo a sua afinidade para a molécula de antibiotico (Georgopapadakou, 1993). Esta
situacdo € observada em varios géneros, nomeadamente, Enterococcus spp (pbp5),
Staphylococcus spp (pbp2a), Streptococcus spp (pbp2x), ou Haemophilus spp (pbp3)
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(Georgopapadakou, 1993; Goffin et al., 1998; Fuda et al., 2004). Esta falta de afinidade
afecta, frequentemente, a maioria dos [-lactdmicos. Por exemplo as bactérias
designadas por MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) possuem um
pbp2a, que ndo possui afinidade para nenhuma destas moléculas (excepcéo ceftobiprol),

constituindo hoje uma das maiores preocupagoes da satde publica.

A alteracdo do local alvo também é verificada para a classe dos macrélidos,
lincosamidas e estreptograminas do grupo B (ex: genes erm), em que a metilacdo do
ribossoma impede a accao destes antibidticos na célula bacteriana. Este mecanismo de
resisténcia é observado, sobretudo, em bactérias de Gram positivo, nomeadamente, em
Streptococcus spp, Enterococcus spp, Staphylococcus spp, bactérias anaerdbias, etc.
(Sousa, 2006). Também alguns genes tet, que conferem resisténcia as tetraciclinas (ex:
tetM, tetO, tetQ) através da sua ligacdo ao ribossoma, protegem a bactéria da ac¢édo do
antibiotico (Speer et al., 1992; Sousa, 2006). A resisténcia aos glicopéptidos esta
associada a varios genes designados de van, que induzem uma alteragdo quimica dos
precursores do peptidoglicano ao substituirem uma D-alanina por lactato, ou serina
(Murray et al., 2005; Sousa, 2006; Alekshun et al., 2007). Este mecanismo foi
observado em bactérias de Gram positivo, sobretudo em Enterococcus spp (Sousa,
2006; Madigan et al., 2009). Esta alteracdo da ultima molécula do precursor do
peptidoglicano pode diminuir a afinidade para o antibidtico até cerca de 1000 vezes
(Sousa, 2006).

Outra estratégia de sucesso é a expulsdo dos antibidticos, pela célula bacteriana, através
de bombas de efluxo. Estas impedem a acumulacéo de concentrac@es intracelulares de
antibidtico suficientes para inibir processos do metabolismo bacteriano. A eficiéncia
deste mecanismo pode ser incrementada por duas vias: expressdo elevada da proteina
que codifica a bomba de efluxo, ou substituicdo de um aminoacido nessa proteina que a
torna mais eficiente no processo de expulsdo. As bombas de efluxo encontram-se
classificadas em cinco familias de acordo com a sequéncia de aminoéacidos (Fig.2.1):
ABC (ATP-Binding Cassette), MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance
Nodulation Divison), SMR (Staphylococcal Multiresistance), MATE (Multidrug And
Toxic Compound Extrusion).
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Os sistemas de transporte MFS predominam nas bactérias de Gram
positivo, enquanto que os RND e MATE predominam nas de Gram negativo (Poole,
2005; Piddock, 2006; Sousa, 2006). Estas estruturas expulsam, geralmente, mais do que
um tipo de antibidticos e/ou antisepticos (Fig.2.1), como € o caso da bomba de efluxo
AcrAB-tolC da familia RND, que expulsa aminoglicosideos, macrélidos, lincosamidas,
glicinas e fluoroquinolonas, assim como compostos de amonio quaternario. Outros
exemplos de resisténcia a antibioticos e respectivos genes que codificam para bombas
de efluxo séo: B-lactamicos (ex: MexAB-OprM), macrolidos (ex: gene mef), quinolonas
(ex: MdfA), tetraciclinas (ex: gene tetL), entre outros. As bombas de efluxo foram
observadas em géneros como Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus,
Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio, Haemophilus, entre outros (Poole, 2005; Piddock,
2006). Estas bombas de efluxo sdo codificadas por genes cromossomicos, ou
transportadas por elementos genéticos méveis como sejam os plasmideos (Yamane et
al., 2007; Martinez-Martinez et al., 2008).

MATE MFS SMR

Family acrifiavine Family
benzalkonium

aminoglycosides cetrimide
chlorhexidine

flucroquinolones
cationic drugs pentamidine

Munbunel ) Qa
Cytoplasm ' ) | &

+
H

Fig.2.1 — Diagrama comparativo entre as cinco familias de bombas de Efluxo (Piddock,
2006).

Como ultimo exemplo associado a resisténcia aos antibioticos pode citar-se a
impermeabilizacdo da membrana externa das bactérias de Gram negativo. Esta

impermeabilizagcdo pode ser originada por mutagdes nos canais de porina (Omps), que
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originam a perda de permeabilidade da membrana externa ndo permitindo a entrada de
moléculas de antibidticos (Harbottle et al., 2006). A OmpX, que se encontra nas
bactérias Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e E. cloacae, ao sofrer mutacdes é
responsavel pela resisténcia aos antibioticos B-lactdmicos (Dupont et al., 2007).

Muitas outras estratégias sdo usadas pelas bactérias sendo, no entanto, as citadas as mais

comuns.

2 — Elementos genéticos associados a disseminacao da resisténcia aos antibidticos

A disseminacdo horizontal de genes de resisténcia pode ocorrer por 3 pProcessos:

transformacéo, transdugéo, ou conjugacao.

Transformacdo — fragmentos de DNA livre (ex: célula lisada) sdo incorporados,
directamente, numa célula receptora, produzindo nesta alteracdes genéticas (EMEA,
1999; Alekshun et al., 2007; Madigan et al., 2009);

Transducdo — o DNA da célula dadora é transferido para a célula receptora através de
um bacteriéfago (virus bacteriano) lisogénico. Este mecanismo pode ocorrer por duas
vias: a da transducdo generalizada, ou especializada. A transducdo generalizada permite
a transferéncia de qualquer gene de uma bactéria para outra, através de particulas viricas
defectivas que incorporam, aleatoriamente, DNA da célula dadora. Na transducéo
especializada é sempre a mesma por¢do de DNA que é transferida para 0 cromossoma
bacteriano. Pode haver DNA diferente a ser transferido por distintos bacteriéfagos, mas
este e a sua descendéncia transportam sempre o mesmo DNA. A transducdo
especializada é mais eficaz que a generalizada (EMEA, 1999; Alekshun et al., 2007;
Madigan et al., 2009);

Conjugacdo — este mecanismo envolve o contacto célula-célula e a disseminacdo de
elementos genéticos moveis (plasmideos, transposdes) e mobilizaveis (plasmideos,
transposoes, integrBes/cassetes de genes) na sequéncia da sua inclusdo nos anteriores
(EMEA, 1999; Alekshun et al., 2007; Madigan et al., 2009).
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i) Plasmideos

A primeira vez que foi reportada a transferéncia de genes, que conferem resisténcia a
antibioticos foi no Japdo, em meados de 1950, quando foi detectado um R-plasmideo
em isolados de bactérias entéricas resistentes as sulfonamidas (Davies, 1997; Madigan
et al., 2009). Os plasmideos sdo elementos extra-cromossomais de DNA circular com
replicacdo auténoma do cromossoma, portadores de varios genes que conferem
vantagens as bactérias, nomeadamente, a resisténcia a antibioticos. Os plasmideos
podem ser classificados como conjugativos (mdveis), ou ndo conjugativos
(mobilizaveis). Embora alguns sejam encontrados em apenas alguns géneros
bacterianos, outros s@o considerados de largo espectro, estando disseminados por muitas
bactérias (EMEA, 1999; Sousa, 2006; Madigan et al., 2009).

Em algumas situac6es os plasmideos podem transportar mais do que um tipo de genes
de resisténcia. Davies (1995) relata que o plasmideo R100 tinha genes que codificavam
para a resisténcia as sulfonamidas, tetraciclinas, estreptomicina, acido fusidico e
cloranfenicol (Fig.2.2). Este elemento genético foi observado em Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Salmonella e Shigella (Madigan et al., 2009). Existem também
descrices em que células bacterianas transportam mais do que um tipo de plasmideo
(EMEA, 1999; Bennet, 2008; Madigan et al., 2009), cada um com o0 seu gene de
resisténcia. Podem ocorrer nestas bactérias processos de co-transferéncia, em que mais
do que um destes elementos genéticos sdo passados para células receptoras. Um
exemplo da transferéncia e disseminacdo de genes resistentes a antibidticos por
plasmideos é o0 caso do gene armA (metilase que confere resisténcia aos
aminoglicosideos) que, inicialmente, foi detectado em Klebsiella pneumonia num
plasmideo pIP1204 de 90 kb, que também transportava o gene CTX-M-3 (codifica as -
-lacatamases de espectro estendido). O gene armA encontra-se disseminado por todo o
mundo, tendo sido identificado em Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Salmonella enterica e Shigella flexneri . Este gene é transportado pelo
transposdo Tn1548, juntamente com os genes ant(3")(9)-1, sull e dfrXlIl (conferem
resisténcia a estreptomicina, sulfonamidas e trimetoprim, respectivamente). E sugerido

que a disseminacdo mundial deste gene se encontra, directamente, relacionada com a
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possibilidade de auto-transferéncia de plasmideos pertencentes a varios grupos de
incompatibilidade (Galimand et al., 2005).

Replication mer
functions /
== sul
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Fig.2.2 — Mapa genético do plasmideo R100. O circulo interior mostra o tamanho do
plasmideo em pares de kilobases; o circulo exterior mostra a localizacdo de genes
resistentes a antibidticos: cat — resisténcia ao cloranfenicol; oriT — origem da
transferéncia conjugativa; mer — resisténcia ao ido de mercurio; sul — resisténcia as
sulfonamidas; str — resisténcia a estreptomicina; tet — resisténcia a tetraciclina; tra —
funcdo de transferéncia. Sao localizadas sequéncias de insercdo (1S10) flanqueando o
transposdo Tn10 e os genes que conferem resisténcia aos antibidticos (1IS1) (Madigan et
al., 2009).

i) Transposoes e sequéncias de insergéo

Sado sequéncias de DNA que se movem entre plasmideos, entre plasmideos e o
cromossoma e entre 0 cromossoma e plasmideos, aumentando, desta forma, o potencial
para a disseminagdo da resisténcia aos antibidticos. Estes elementos movem-se entre
células bacterianas através de plasmideos (ex: Tnl546), ou sem recorrer a estes
elementos genéticos. Neste Ultimo caso o0s transposbes tém capacidade de se
autotransferirem, sendo denominados de transposdes conjugativos (ex: Tn916). Os
transposGes conjugativos e ndo conjugativos estdo associados a varios tipos de

resisténcias a antibidticos incluindo aos glicopéptidos (ex: Tnl1546, Tn1549),
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tetraciclinas (ex:Tn916, Tn5397), macrdlidos (ex: Tn917, Tnl1545), cloranfenicol
(ex:Tn5252, Tn4453), B-lactamicos (ex:Tn3, Tn21), aminoglicosideos (ex: Tn4051,
Tn1548), etc. (Fig. 2.3) (Lyras et al., 1998; Calatayud et al., 2007; Doi et al., 2007;
Henderson-Begg et al., 2008). Tal como os plasmideos, estes elementos genéticos sao
estruturas modulares que, muitas vezes, sofrem recombinacgdes, insercdes e delecdes,
originando novos elementos que conferem resisténcia a mais do que um antibidtico. E o
caso de Tn1545, ou Tn3872 responsaveis pela resisténcia a tetraciclina, macrélidos e
aminoglicosideos (Fig.2.3) (Calatayud et al., 2007; Cochetti et al., 2008). A resisténcia
a transposdes esta associada quer a bactérias de Gram positivo, quer a bactérias de
Gram negativo. Tém sido, frequentemente, observados em bactérias como
Streptococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Vibrio, entre outras
(Hughes et al., 2001). Estes transposdes que, para além de genes responsaveis pela sua
transposicdo, albergam genes de resisténcia a antibidticos sdo denominados de

transposdes compostos (Fig.2.3).

As sequéncias de insercdo (IS) sdo pequenos elementos moveis, contendo o gene da
transposase (responsavel pela transposicdo) flanqueada por sequéncias repetidas (IR).
Quando as IS estdo na periferia de outros genes, ou fragmentos grandes de DNA podem
mediar a sua transferéncia (Fig.2.4). E caso da 1S256 que pode ser detectada tanto em
bactérias de Gram positivo como de Gram negativo e que flanqueia o transposdo
conjugativo Tn4001, que se encontra relacionado com a resisténcia aos
aminoglicosideos em Staphylococcus spp, Enterococcus spp e Streptococcus spp
(Depardieu et al., 2007).

Tn1545

242322 21 20F " " orm(B P4 19 18 17 16 15 14 13 15123912 tet(M) 6910 78 S5xis |

=) 1 —

Fig.2.3 — Exemplo de um transposdo que alberga varios genes de resisténcia. Tn1545
confere resisténcia a macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B (gene
ermB), resisténcia a estreptotricina (sat4) e tetraciclinas (gene tetM) (Cochetti et al.,
2008).
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Fig.2.4 — Estrutura de Tn9 e Tn10. Tn9 transporta genes que codificam a resisténcia ao
cloranfenicol e Tnl0 a tetraciclina. Ambos os transposdes possuem sequéncias de
insercdo responsaveis pela sua mobilidade: 1S1 e 1S10, respectivamente (Griffiths et al.,
1999).

iii) Integrdes e cassetes de genes

Os integrdes sdo elementos genéticos mobilizaveis por plasmideos e transposdes,
podendo encontrar-se nestes, ou no cromossoma. Os integrdes sdo constituidos por trés
regides, duas conservadas e uma variavel. Esta ultima contém cassetes de genes, que
codificam resisténcias aos antibidticos e desinfectantes. As cassetes de genes sdo
elementos que incluem um gene e um local de recombinacéo (Fig.2.5). Uma das regides
conservadas do integrdo possui uma integrase, que € responsavel pelo local especifico
de insercdo das cassetes de genes (Fig.2.5 e 2.6) (Dalsgaard et al., 2000; Ochman et al.,
2000). Estes elementos genéticos sdo, fundamentalmente, encontrados em bactérias de
Gram negativo como Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio,
Aeromonas, etc. Varios autores descreveram o seu envolvimento na resisténcia aos -
-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas e sulfonamidas (Dalsgaard et al., 2000;
Rowe-Magnus et al., 2000; Madigan et al., 2009).
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Fig.2.5 — Captacdo de cassete de genes por integrdes: intll, integrase; attl — local de
integracdo; P — promotor; genel e gene 2 — cassetes de genes integradas (Ochman et al.,
2000).
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Fig.2.6 — Estrutura de integrdo e cassete de genes detectados em Vibrio cholerae O1:
attl — local responsavel pela recombinacdo; gacEAl e sull — genes que codificam
resisténcia a desinfectantes e sulfonamidas, respectivamente (Dalsgaard et al., 2000).

3 — A Relagédo do Quorum sensing com a resisténcia aos antibidticos

As bactérias s&o organismos sociaveis capazes de intercomunicarem entre si, através de
uma linguagem proépria designada de Quorum sensing, que lhes permite actuarem em
grupo e agirem como um organismo multicelular, obtendo beneficios que nunca

conseguiriam actuando isoladas (Bassler et al., 2006; Rasmussen et al., 2006). Essa
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linguagem realiza-se através da produgdo de pequenas moléculas de baixo peso
molecular também designadas por auto-indutores, permitindo controlar a sua densidade
populacional. Quando atingem uma elevada concentracdo, as bactérias alteram a sua
expressao genetica, de forma a produzirem um vasto leque de processos como a
secrecdo de factores de viruléncia, formacdo de biofilmes, bioluminescéncia,
esporulacdo e conjugacéo, o que lhes permite adaptarem-se ao stress ambiental (Geske
et al., 2007; Williams et al., 2007). Burmglle et al. (2006) observaram em estirpes de
bactérias marinhas (Microbacterium phyllosphaerae, Shewanella japonica, Dokdonia
donghaensis e Acinetobacter Iwoffii), extraidas da alga verde Ulva australis, que estas
tinham uma maior capacidade de resistir ao peroxido de hidrogénio, tetraciclina e a
accdo da proteina antibacteriana AlpP de Pseudomonas tunicata, quando permaneciam
em comunidade, do que em culturas individuais. Em conjunto estas bactérias formavam
biofilmes com maior massa, que lhes aumentava a sua capacidade de sobrevivéncia. E
sugerido que o sistema Quorum sensing serd o grande responsavel pelo aumento de
competéncia destas espécies quando em sinergismo. Liang et al. (2008) observaram em
Pseudomonas aeruginosa a activacdo da expressdo de genes, que codificam para a
sintese de piocianina (composto fenazinico que actua como factor de viruléncia
competitivo e molécula sinalizadora de quorum sensing) na presenca de concentracoes
subinibitorias de tetraciclina. Segundo os autores a producdo de compostos fenazinicos
pode funcionar como resposta competitiva a producdo de compostos antimicrobianos
por outros microrganismos, como seja a tetraciclina produzida por Actinomycetes dos
solos. E ainda sugerido que a resisténcia a tetraciclina pode ter como origem a
exposicdo da Pseudomonas aeruginosa a este agente, ao longo da sua evolucdo e nédo

apenas pela utilizacédo clinica deste antibiotico.

Perante a preocupante situacdo actual, relativamente, a emergéncia de estirpes
bacterianas multi-resistentes aos antibidticos e a falta de alternativas terapéuticas para
fazer face a esta situacdo, estudos cientificos sugerem que a modulacdo do Quorum
sensing com compostos antagonistas, sera uma possivel alternativa para atenuar 0s
mecanismos de resisténcia destes organismos (Rasmussen et al., 2006; Bjarnsholt et al.,
2007; Geske et al., 2007; Lesic et al., 2007).
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Capitulo 111 — Epidemiologia da resisténcia aos antibidticos no ambiente
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Capitulo 111 — Epidemiologia da resisténcia aos antibidticos no ambiente

1 — A influéncia do Homem e dos animais na contaminacao do ambiente

Actualmente, os antibidticos ttm um papel fundamental na medicina humana e
veterindria uma vez que, sao utilizados com finalidades terapéuticas, profilaticas, ou
como promotores de crescimento animal (Schwarz, et al., 2001). Recentemente, tem-se
verificado um crescente interesse e preocupacdo na deteccdo destes farmacos e de
microrganismos a eles resistentes no meio ambiente (aguas superficiais e profundas, ar,
solo, animais e alimentos) uma vez que, a sua presenca pode constituir um risco para a
salde publica (Hirsh et al., 1999; Cabello, 2006; Peng et al., 2006; Sarmah et al., 2006).

A excrecao de residuos biologicos € a forma mais comum de entrada dos farmacos
no ambiente. As descargas de efluentes de esgotos (hospitalares, urbanos e da
indastria farmacéutica) e o uso intensivo de antibioticos na producdo animal e em
praticas agricolas tém sido algumas das razbGes apontadas, para justificar a
presenca de bactérias e genes de resisténcia em varios nichos ecolégicos (Fig.3.1)
(Guardabassi et al., 1998; Schwarz et al., 2001; Zanetti et al., 2001; Iversen et al.,
2002; Sapkota et al., 2006). Neste sentido, este capitulo pretende fazer uma revisao
da influéncia do homem, incluindo as actividades de producdo animal, na
contaminagao do ambiente extra-

-hospitalar com moléculas de antibidticos e/ou microrganismos a eles resistentes.
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Fig.3.1 — Vias de dispersdo de antibidticos e/ou microrganismos a eles resistentes no
meio ambiente (Adaptado de Giger et al., 2003).

2 — Antibioticos como entidades quimicas contaminantes

Muitas das moléculas de antibidticos libertadas para o ambiente ndo séo eliminadas no
organismo humano ou animal, sendo excretadas na sua forma original, levemente
transformadas, ou conjugadas com moléculas polares. Estes produtos conjugados séo,
facilmente, clivados durante o processo de tratamento de esgotos, podendo,
inclusivamente, ser libertados pelas ETARs na forma de metabolitos activos (Heberer,
2001). E o caso de alguns antibi6ticos excretados na forma de Glucoronilcloranfenicol,
ou N-4-acetilsulfamida que, ap0s excre¢do e entrada nas ETARs, sdo, novamente,
transformados na sua forma activa original — cloranfenicol e sulfamida,
respectivamente (Hirsh et al., 1999). Embora muitos destes metabolitos sejam

encontrados nas &guas em baixas concentracbes, € preocupante 0 seu efeito nos
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ecossistemas que lhes estédo expostos continuamente (Giger et al., 2003) uma vez que,
estas moléculas possuem comportamentos fisico-quimicos caracteristicos dos
xenobidticos (Sanderson, et al., 2003). De facto, a acumulacdo de antibioticos e outros
farmacos em aguas, solos e alimentos pode levar ao aparecimento de efeitos adversos
nos humanos, como reac¢des alérgicas, ou genotoxicidade (Webb, et al., 2003).
Estudos de toxicidade aguda e cronica, realizados com antibidticos em organismos
como Daphnia magna, sugerem alteracdes nos seus diversos estadios de
desenvolvimento e na sua reproducdo (Flaherty, et al., 2005; Isidori, et al., 2005).
Como exemplo pode referir-se o estudo realizado por Flaherty et al. (2005) em que
expuseram Daphnia magna a misturas de antibi6ticos (eritromicina, trimetoprim,
lincomicina e sulfametoxazol), numa concentragdo maxima total de 30 a 500ug/L,
demonstrando alteracfes sexuais nestes organismos. Ndo pode ser esquecido que 0S
antibidticos e outras substancias, existentes no ambiente, podem ter uma actividade

sinérgica, sendo imprevisivel o seu efeito nos ecossistemas (Flaherty, et al., 2005).

Estudos de investigacédo, realizados ao longo de duas décadas, revelaram que mais de
quarenta farmacos diferentes podem ser encontrados em aguas de rios, aguas profundas
e, até mesmo, em agua para consumo (Hirsch et al., 1998). Nos Estados Unidos da
América (EUA), observou-se a presenca de cerca de 95 compostos organicos nas aguas
de saneamento municipal, incluindo 35 antibidticos como tetraciclinas, macrolidos,
sulfonamidas e fluoroquinolonas (Kolpin et al., 2002). Também na Europa, se
verificaram situacGes semelhantes. No Norte de Italia, observou-se que as aguas do rio
Po, entre 1997 e 2001, se encontravam contaminadas com macroélidos, lincosamidas e
quinolonas, com concentracbes maximas que oscilavam entre 0,9ng/L para a
eritromicina e 248,9ng/L para a lincomicina (Castiglioni et al., 2004). Outro estudo
especula sobre a presenca dos antibidticos oxitetraciclina e eritromicina (muito
consumidos em Inglaterra) no ambiente aquético inglés, sugerindo que a sua presenca
pode estar associada ao facto de estes antibacterianos ndo serem biodegradaveis em
grande extensdo e, simultaneamente, ndo se adsorverem as lamas das ETARs (Jones et
al., 2002). Em Franga, no estuério do rio Sena, foram detectadas dezassete moléculas de
antibioticos em concentragdes que atingem os 544ng/L. Posteriormente, comprovou-se

que, aquando das descargas das ETARS, estes agentes atingiam concentragdes ainda
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mais elevadas (Tamtam et al., 2008). Também em Portugal, foram detectados residuos
de antibidticos no ambiente aquético. Em Coimbra, demonstrou-se a presenca de
fluoroquinolonas em &guas residuais de quatro hospitais e em afluentes e efluentes das
ETARs (tabela 3.1) (Seifrtovéa et al., 2008).

Tabela 3.1 — Concentracdes (ng/L) de fluoroquinolonas e sua variacdo sazonal em
aguas residuais hospitalares e afluentes e efluentes de ETARs na cidade de Coimbra,
Portugal (tabela adaptada de Seifrtova et al., 2008).

Fluoroquinolonas Hospitais ETARs
Primavera Outono Primavera Outono
Ciprofloxacina 1,554.5 - 2,893.0 619.0 - 2,927.2 309.2-667.1 | 100.8-418.8
Ofloxacina 353.3-2,289.0 1,585.5-9,451.9
Norfloxacina 228.9-1345 88.5-334.0 29.6 -191.2 35.0-455.0
Enrofloxacina n.g.2 n.g.2 211.5-447.1 53.7-121.8
8 Néo quantificado (<LOQ)

Outros estudos reportam a presenca desta classe de antibidticos em efluentes de esgotos
de ETARs de Franca, Italia, Grécia e Suica (Golet et al., 2001; Golet et al., 2002;
Nakata et al., 2005). Estes e outros dados sdo preocupantes, pois parecem reflectir a
baixa eficacia das ETARs nos tratamentos das &guas residuais e seus respectivos

residuos.

A grande quantidade de alguns antibidticos observada nas aguas de saneamento
municipal ndo € de estranhar, tendo em conta a percentagem de consumo humano e
animal destas moléculas nos diferentes paises europeus, incluindo Portugal (EMEA,
1999; Goossens, et al., 2005; Seifrtova et al., 2008). Um estudo realizado, entre 0s anos
de 1997 e 2002, atraves do projecto European Surveillance of Antimicrobial
Consumption (ESAC), descreve a quantidade de antibidticos consumidos em
ambulatério em vinte e seis paises europeus . No ano de 2002, a Franca foi o pais da
Europa, que apresentou o consumo total de antibi6ticos mais elevado com um factor de
32.2 DDD (dose diaria por dia por 1000 habitantes) e a Holanda o que apresentou o
consumo mais baixo com um factor de 10.0 DDD (Fig.3.2) (Goossens, et al., 2005).
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Fig.3.2 — Total de antibioticos, em unidades de Dose Diaria por Dia (DDD) consumidos
em ambulatério em vinte e seis paises no ano de 2002 (Goossens et al., 2005).

De facto, a rejeicdo desadequada de farmacos pelas populacbes pode contribuir para a
presenca destas moléculas no ambiente. Neste contexto, Bound et al. (2005), durante o
Verdo de 2003, pesquisaram em Inglaterra, de que forma é que a comunidade eliminava
farmacos indesejados, quer fosse por se encontrarem fora dos prazos de validade, quer
pelo facto de os pacientes ndo completarem a medicacdo prescrita. Curiosamente,
concluiram que cerca de 63% das pessoas os colocava no lixo doméstico, 21,8%
entregava-os nas farmécias e 11,5% utilizava 0s esgotos domésticos para 0s eliminar.
Este e outros estudos alertam para a necessidade de educar as populagdes, no sentido de
compreenderem os maleficios para a salde publica da presenca de residuos de

antibidticos no ambiente, a curto e longo prazos.

Outra fonte de contaminagdo ambiental é o ambiente de producdo animal. Segundo
European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA), s6 em 1997,
foram utilizadas na Unido Europeia cerca de 4700t de antibidticos em medicina

veterinaria (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Volume de vendas de antibioticos em medicina veterindria como agentes
terapéuticos e como promotores de crescimento em paises membro da EU em 1997
(EMEA, 1999 cit. in Boatman 1998).

Vendas de promotores de L
Paises crescimento Vendas de agentes terapéuticos
) . (t de substancia activa)
(t de substancia activa)

Austria 23 8

Bélgica/Luxemburgo 110 125
Dinamarca 75 60
Finlandia <1 12
Franca 339 492
Alemanha 255 488
Grécia 15 110
Irlanda 34 22
Italia 100 389
Noruega 226 300
Portugal 24 44
Espanha 198 616
Suécia <1 20
Reino Unido 191 788

Este consumo €, possivelmente, reflectido por estudos como os de Hirsch et al. (1999)
na Alemanha, que detectaram 18 antibidticos em diversas amostras extraidas de
efluentes de esgotos e aguas de superficie. Entre estas moléculas foi detectado
cloranfenicol, um antibiético pouco usado em medicina humana e proibido em medicina
veterinaria desde 1995 na Alemanha. Os autores propuseram como justificacdo para as
concentragcdes detectadas o uso ilegal desta molécula nos animais. Também em Itélia,
foi realizado um estudo sobre a contaminacdo do ambiente aquéatico através de préaticas
de aquacultura. Entre os antibioticos, usualmente, utilizados neste tipo de exploragdes
constam a amoxicilina, sulfamerazina, tianfenicol, flumequina e oxitetraciclina, sendo
os dois ultimos os mais relevantes neste tipo de exploracGes. De facto, a flumequina e
oxitetraciclina foram detectadas no sedimento e no ambiente circundante dessas

explorages italianas (Lalumera et al., 2004). Outros estudos apontaram a presenca de
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residuos de antibiGticos como as tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol também
utilizados de forma massiva em exploragfes de aquacultura (Migliore et al., 1996; Hirsh
et al., 1999, cit. in Baticados e Paclibare, 1992). Estes sdo adicionados directamente no
alimento, ou por simples adicdo a agua, acabando o seu excesso por se depositar nos
sedimentos, onde sdo degradados, ou, lentamente, libertados na &gua circundante (Hirsh
et al., 1999, cit. in Lai et al., 1995 e Smith et al., 1996). Esposito et al. (2007) citam
estudos realizados pela FAO (Food and Agriculture Organization of United Nations)
onde é demonstrado o crescimento exponencial das exploracdes de aquacultura na
producdo de peixe, moluscos e marisco, constatando-se que em 1970 a producdo atingia
0s 3,9% e em 2003 31,9%. A presenca de antibioticos nas aquaculturas pode levar,

posteriormente, a contaminacéo de aguas profundas e de superficie.

Associada a problematica do vasto consumo de antibiéticos de uso veterinario, em
doses subterapéuticas, encontra-se a utilizagdo do estrume animal para fertilizacdo dos
campos agricolas. Uma vez que, a eliminacéo dos agentes antibacterianos € feita através
da excrecdo, constatou-se que os fertilizantes naturais contém metabolitos de
antibidticos, que por influéncia das aguas da chuva sofrem fendmenos de escorréncia e
infiltracdo, contaminando as aguas profundas e de superficie (Fig.3.1) (Giger et al.,
2003). Adicionalmente, alimentos de origem vegetal, cultivados em terrenos agricolas e
fertilizados com estrume animal, podem absorver estes agentes antibacterianos. Kumar
et al. (2005) observaram, nos Estados Unidos, varios antibioticos em estrume animal
proveniente de suiniculturas, em concentragcdes que oscilavam entre 4,03 mg/L para a
tilosina e 7,73 mg/L para a clorotetraciclina. Adicionalmente, esta Gltima foi ainda
detectada nos vegetais estudados. Como por hectare foram aplicados cerca de 50 000L
de estrume, este valor equivaleria a 387g de clorotetraciclina e 202g de tilosina
aplicadas por hectare de terreno agricola. Os autores questionaram-se sobre o possivel
efeito do consumo de alimentos vegetais contaminados com antibidticos na populagédo
humana, enfatizando possiveis reaccdes alérgicas e a seleccdo de microrganismos
resistentes a estas moléculas. Num estudo realizado por Shoemaker et al. (2001) foi
ainda provado que quantidades minimas de tetraciclinas podem funcionar como
catalisadores, para a transferéncia horizontal de genes entre bactérias pertencentes a

géneros diferentes, facilitando, assim, a emergéncia de microrganismos resistentes.
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Tendo em conta a problematica associada ao consumo de antibioticos no ambiente de
producdo animal, a Unido Europeia proibiu, a partir de 1 de Janeiro de 2006, o uso
destas moléculas como promotores de crescimento animal, sendo apenas permitidas
como agentes profilacticos e terapéuticos (Regulamento 1831/2003/EC, Decreto-Lei
n° 289/99 de 29 de Julho). Em outros paises, como o Japdo, os promotores de
crescimento s6 podem ser utilizados como aditivos na alimentagdo animal com prévia
autorizacdo do governo. Na China e RuUssia sdo permitidos desde que ndo sejam
administrados na terapéutica humana. No entanto, existem paises sem regulamentagéo
nesta matéria, como sejam a india, Tailandia, Indonésia, Uganda e Tanzénia, sendo fAcil
a sua utilizagdo devido ao pouco, ou inexistente controlo por parte das entidades
governamentais (WHO, 2001).

Além dos factos enunciados, anteriormente, ndo pode deixar de ser referido o contributo
da industria farmacéutica na contaminacdo ambiental com moléculas de antibioticos e
outros farmacos. Esta situacdo ocorre em alguns pontos do globo devido as facilidades
concedidas por algumas entidades governamentais, no que concerne ao tratamento de
residuos de producdo de farmacos. Larsson et al. (2007) realizaram um estudo no Sul da
india, onde se encontram sediadas varias indUstrias de producdo de medicamentos
genéricos, fazendo desta regido o maior local de producéo a nivel mundial. A estacéo de
tratamento de &guas residuais recebe, diariamente, descargas de cerca de noventa
industrias farmacéuticas, tendo sido detectados varios farmacos em concentra¢cdes muito
superiores as observadas em efluentes domésticos e até mesmo hospitalares. Por
exemplo, a ciprofloxacina foi detectada em concentracéo de 31,000ug/L (Tabela 3.3), 0

que corresponde a uma descarga diaria de cerca de 45Kg desta substancia activa.
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Tabela 3.3 — Antibidticos detectados, em pg/L, na estagdo de tratamento de aguas de
Pantcheru Enviro Tech Lda. na India (Tabela adaptada de Larsson et al., 2007).

Antibio6ticos (Fluoroquinolonas) Concentraciio em pg/L
Ciprofloxacina 28,000 — 31,000
Enrofloxacina 780 — 900
Norfloxacina 390 - 420
Lomefloxacina 150 — 300
Enoxacina 150 — 300
Ofloxacina 150 — 160

E fundamental que a populacdo, em geral, tenha conhecimento que a rejeicdo de
farmacos como desperdicios domésticos, ou na producdo animal, pode levar a sua
acumulacdo nos diversos ecossistemas, com possiveis consequéncias para a saude
plblica, nomeadamente, na seleccdo de bactérias resistentes a estas moléculas. E ainda
importante a presenca de regulamentagdo e fiscalizacdo eficazes, relativamente, a
libertacdo de farmacos para o ambiente no que respeita a Industria Farmacéutica,
exploracGes de animais de consumo humano, efluentes de esgotos e eficacia das
ETARs.

3 — Emergéncia de bactérias resistentes a antibioticos fora do ambiente hospitalar

Varios estudos, realizados pela comunidade cientifica mundial, revelaram a presenca de
bactérias resistentes a antibidticos fora do ambiente hospitalar, nhomeadamente, nos
alimentos, ambiente de producdo animal, aguas residuais, aguas de consumo e
recreativas, solos e ar (Zanetti et al., 2001; Iversen et al., 2002; Kimmerer, 2004;
Chapin et al., 2005; Kiihn et al., 2005; Kumar et al., 2005; Sapkota et al., 2006). Muitas
das bacterias encontradas possuiam resisténcia multipla aos antibidticos, pertenciam a
clones persistentes com interesse clinico e tinham elementos genéticos mdveis
facilitadores da dispersdo da resisténcia (por vezes similares aqueles observados nas
unidades hospitalares) (Kummerer, 2004; Chapin et al., 2005). Estes estudos

envolveram quer bactérias de Gram positivo, quer bactérias de Gram negativo,
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incluindo as tipicamente ambientais e agentes patogénicos de contaminagdo fecal e néo
fecal. Nestes grupos estdo incluidas familias/géneros como Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp, Acinetobacter spp, Vibrio spp, Aeromonas spp, Staphylococcus spp,

Enterococcus spp, etc.

3.1 — O ambiente aquatico

Os hospitais sdo excelentes contaminadores do ambiente com bactérias resistentes aos
antibidticos caso os seus esgotos sejam deficientemente tratados. Esta situacdo €
preocupante, se pensarmos que estas bactérias podem atingir aguas superficiais e,

consequentemente, colonizar/infectar humanos e animais.

Hé& algumas décadas atras, bactérias com certos determinantes de resisténcia e viruléncia
estavam, maioritariamente, confinadas ao ambiente hospitalar, no entanto, a sua
disseminacdo para o nicho agquatico, nomeadamente, em aguas residuais hospitalares,
tem vindo a ser reportada em varios paises como a seguir se exemplifica (Guillaume et
al., FEMS-2000; Iveresen et al., 2002; Reinthaler et al., 2003; Caplin et al., 2008). Na
Suécia e em Inglaterra, detectaram-se Enterococcus spp resistentes aos glicopéptidos,
pertencendo, no segundo caso, ao complexo clonal CC17, classificado como de elevado
risco epidémico. Na Bélgica, detectou-se a presenca do gene tetA em Salmonella
enterica serGtipo Hadar, isolada de pacientes e lamas activadas hospitalares. Na Austria,
foi detectada Escherichia coli multi-resistente a antibidticos (ampicilina, piperacilina,

cefalosporinas, acido nalidixico, trimetoprim, sufametoxazol e tetraciclina).

Portugal também apresenta situagcdes semelhantes. Novais et al. (2005) e Costa et al.
(2006) observaram Enterococcus spp, resistentes aos glicopéptidos, em efluentes de
esgotos hospitalares, tendo alguns dos clones genes e factores de viruléncia iguais aos
dos microrganismos observados dentro do hospital. Pseudomonas aeruginosa, ou
Enterobacteriaceae produtoras de metalo-B-lactamases (MBLs) e [p-lactamases de
espectro alargado, respectivamente, foram, igualmente, isoladas das mesmas amostras

(Quinteira et al., 2006; Machado et al., 2009). E de destacar que os exemplos acima
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referidos dizem respeito a bactérias com um papel significativo em infeccGes

comunitarias, ou em epidemias associadas a infec¢cbes nosocomiais.

O aparecimento de bactérias resistentes foi também observado em esgotos urbanos sem
influéncia hospitalar (Iversen et al., 2004; Kun et al., 2005; Quinteira et al., 2006). Kiin
et al. (2005) detectaram em Espanha, Suécia e Reino Unido estirpes de Enterococcus
spp resistentes a vancomicina. Em Portugal, Quinteira et al. (2006) observaram a
presenca de Pseudomonas aeruginosa, em esgotos urbanos, produtoras de MBLS que,
com excepcdo do azetreonamo, conferem resisténcia a todos 0s @ B-
-lactdmicos incluindo aos carbapenemos. O aparecimento deste tipo de bactérias a
montantes das unidades hospitalares, sugere que outros sectores podem ser responsaveis
pela libertacdo de microrganismos resistentes nas aguas residuais.

Ndo se pode deixar de referir o impacto das descargas da inddstria farmacéutica.
Guardabassi et al. (1998) recolheram duzentas e cinco amostras de efluentes de esgotos
de uma Induastria Farmacéutica, tendo-se observado a presenca de Acinetobacter spp
resistentes a um, dois e mais de trés antibioticos, nomeadamente, ao cloranfenicol,

amoxicilina e/ou oxitetraciclina.

Embora seja natural encontrar bactérias resistentes e genes de resisténcia a antibidticos
em aguas residuais, torna-se preocupante quando tais elementos passam para aguas
superficiais e profundas, utilizadas para consumo e fins recreativos. Num estudo
realizado nos Estados Unidos e Canada, com o objectivo de pesquisar, nos rios de St.
Clair e Detroit, Escherichia coli resistente aos antibidticos, observou-se que os locais
mais proximos das descargas de efluentes de esgotos municipais eram 0s que
apresentavam maior percentagem de bactérias resistentes, comparativamente, aos locais
mais afastados (Hamelin et al., 2006). Laroche et al. (FEMS-2009) pesquisaram, no
estuario do rio Sena (Franga) e efluentes de ETARs, E. coli portadoras de genes de
resisténcia a antibidticos, verificando que o fen6tipo mais comum incluia moléculas
como a tetraciclina, amoxicilina e ticarcilina. Detectaram ainda nas mesmas amostras
elementos genéticos como integrdes de classe | e Il, com cassetes de genes portadoras

de aadA (confere resisténcia aos aminoglicosideos) e dfr (confere resisténcia ao
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trimetoprim). Num outro estudo realizado em 5 ETARs, em Hong Kong, foram
identificados isolados de Enterobacteriaceae contendo integrdes de classe | com
cassetes de genes de sull (resisténcia a sulfonamidas), quacEA (resisténcia a sais de
amonio quaternario) e aadA5 (adeniltransferase que medeia a resisténcia a
estreptomicina) (Zhang et al., 2008). O transposdo Tn1546 (confere resisténcia aos
glicopéptidos), com estrutura semelhante aos detectados no ambiente hospitalar, foi
observado em Enterococcus spp oriundos do estuario do rio Douro (Novais et al.,
2005). No mesmo rio, Quinteira et al. (2006) detectaram isolados de Pseudomonas
aeruginosa portadoras do integréo In58, que por sua vez transportava os genes blaym-2
(resisténcia aos carbapenemos), assim como genes que conferiam resisténcia a

ciprofloxacina, tobramicina, gentamicina, amicacina e netilmicina.

Também em aguas e sedimentos do mar, foram detectadas bactérias portadoras de
resisténcia a alguns agentes antibacterianos. Neela et al. (2007), no Japédo, observaram
isolados de Vibrio spp resistentes a tetraciclina e ampicilina e isolados de Shewanella
spp e Aeromonas spp resistentes a tetraciclina e co-resistentes a tetraciclina e
ampicilina. Foi ainda observado que as estirpes de Vibrio spp, oriundas de agua do mar,
apresentavam um nivel de resisténcia superior as detectadas no sedimento, sendo
sugerido que esta situacdo pode ter como causa a transferéncia de genes resistentes,
veiculados por estirpes pertencentes a outros ecossistemas. Na Grécia, foram detectados
Enterococcus spp em aguas recreativas (praias) resistentes a eritromicina, rifampicina,

ciprofloxacina, trimetoprim, canamicina e estreptomicina (Arvanitidou et al., 2001).

Outra fonte de contaminacdo do ambiente aquatico sdo as actividades de producdo
animal (ver ponto 3.2), onde se utiliza uma elevada quantidade de antibiéticos. Uma das
grandes preocupacgdes da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) e da FAO é o possivel
impacto, que as aquaculturas exercem em rios e mares (Smith, 2008). Varios estudos
detectaram a emergéncia de bactérias resistentes neste nicho ecoldgico, nomeadamente,
Aeromonas spp resistentes as sulfonamidas, aminoglicosideos e tetraciclinas (Schmidt
et al.,, 2001). Na Dinamarca, Agersg et al. (2005) detectaram, em ambiente de
aquacultura, o gene tet39 (confere resisténcia as tetraciclinas por activacdo de sistemas

de efluxo) em estirpes de Acinetobacter spp. Saavedra et al. (2004) observaram, em
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exploracGes de trutas, no Norte de Portugal, estirpes de Aeromonas hydrophila
resistentes a varios antibioticos B-lactdmicos (amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina e
imipenemo), sugerindo que este tipo de exploracdes pode funcionar como reservatorio

de disseminacéo da resisténcia bacteriana a antibioticos com uso clinico humano.

Outro exemplo de contaminacdo do ambiente aquatico é o das aguas residuais oriundas
de matadouros. Costa et al. (2006) observaram em matadouros de aves portugueses
(produtos residuais de frangos, afluentes, efluentes e lamas de ETARS) uma elevada
percentagem de estirpes de Enterococcus spp com resisténcia a antibioticos como

tetraciclina, eritromicina e nitrofurantoina.

A 4gua ndo é s6 um meio de disseminacdo de microrganismos resistentes aos
antibidticos, mas também o veiculo de transferéncia de genes que conferem resisténcia a
estes agentes. De facto, Soda et al. (2008), no Japdo, verificaram, em lamas de ETARS
activadas, a transferéncia in situ de plasmideos. Os autores experimentaram, numa
estirpe C600 de Escherichia coli, a transferéncia do plasmideo RP4 para bactérias
presentes nas lamas activadas. Em isolados de Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Ochrobactrum anthropi foi detectado um plasmideo de tamanho similar ao RP4,

associado a resisténcia a 3 antibidticos (ampicilina, canamicina e tetraciclina).

Varios factores locais podem estimular esta transferéncia, nomeadamente, a presenca de
antibidticos e antisépticos (seleccdo de microrganismos resistentes). O Scientific
Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks (SCENIHR, 2009) revela a
sua preocupacao quanto a utilizacdo massiva de triclosan e outros antisépticos, no que
respeita a seleccdo de estirpes bacterianas resistentes a estes e aos antibiéticos. O
triclosan é utilizado, quer a nivel hospitalar (como desinfectante), quer comunitario em
produtos de higiene pessoal (pasta de dentes, sabonetes), tintas, téxteis e plasticos, quer
ainda ao nivel da producdo animal, ou desinfeccdo de superficies em industrias
alimentares. Randall et al. (2003) realizaram um estudo com isolados de Campylobacter
jejuni e Escherichia coli recolhidos de amostras de aves e suinos, os quais foram

expostos a triclosan. Os isolados menos susceptiveis a este desinfectante apresentavam
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maior grau de resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, eritromicina, acido

nalidixico e tetraciclina.

A presenca de biofilmes em tanques, canalizacdes e sedimentos foi também descrita
como promotora do aumento da resisténcia aos antibidticos. Estes estdo associados a
uma elevada densidade bacteriana, favorecendo o contacto entre 0s microrganismos
dadores e receptores e a transferéncia de diferentes elementos genéticos (Kimmerer,
2009).

Para além das bactérias patogénicas libertadas no ambiente, 0s microrganismos
autoctones podem também ser envolvidos nestes eventos genéticos e funcionar como
reservatorio e amplificadores destes genes e/ou elementos genéticos (Baquero et al.,
2008).

3.2 — O ambiente de producéo animal

Como referido em capitulos anteriores, a utilizacdo de antibi6ticos com fins profilaticos,
terapéuticos e como promotores de crescimento no ambiente de producdo animal
seleccionou bactérias resistentes aos antibioticos em varias regides geograficas do globo
(Schwarz et al., 2001). O aumento de infec¢bes humanas, de origem zoonoética, com
microrganismos ja resistentes aos antibidticos e o aparecimento de genes comuns entre
bactérias do nicho animal e o hospital, tornou esta situacdo tdo preocupante que regides
como a Comunidade Europeia baniram a utilizacdo de todos os antibiéticos como
promotores de crescimento animal. No entanto, grandes quantidades destas moléculas
ainda sdo usadas com fins terapéuticos. Como tal, bactérias e varios genes de resisténcia
continuam a ser encontrados em alimentos, animais para consumo humano e seu
ambiente de producdo, produtos horticolas, fertilizantes naturais, etc. Sdo vérias as
descri¢des de bactérias comensais e patogénicas resistentes aos antibioticos. Dentro do
grupo das patogénicas podemos destacar Salmonella enterica resistente e multi-
-resistente aos agentes antibacterianos. Este microrganismo € considerado uma das

causas mais comuns de gastroenterite humana em todo o mundo, tendo como
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reservatorio principal os alimentos de origem animal (Antunes et al., 2006; Hasman et
al., 2006). Num estudo realizado em Espanha, em 1998, Cruchaga et al. (2001)
observaram em humanos, alimentos de origem animal, aves, suinos e bovinos a
presenca de Salmonella Thyphimurium resistente a ampicilina, cloranfenicol,
sulfonamidas, gentamicina, canamicina, estreptomicina, tetraciclina, acido nalidixico e
ciprofloxacina. O mesmo verificaram em isolados de produtos derivados de suinos e de
leite. Os fendtipos de resisténcia dos isolados oriundos de humanos e alimentos eram
semelhantes, embora a resisténcia ao cloranfenicol fosse mais significativa nos altimos.
Este mesmo ser6tipo foi detectado numa suinicultura (carcacas e fezes) belga. Os
isolados eram portadores de genes que conferiam resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,
tetraciclina, estreptomicina, trimetoprim e acido nalidixico (Korsak et al., 2003). O
mesmo foi verificado na Islandia com o mesmo tipo de amostras e no reino Unido em
gado bovino (Jones et al., 2002; Thorsteinsdottir et al., 2007).

Escherichia coli de origem bovina, produtoras de toxinas e responsaveis por colites
enterohemorragicas foram detectadas em varias regides geograficas como sendo
resistentes aos antibioticos. Lee et al. (2009) verificaram no seu estudo que 98% de E.
coli, com as caracteristicas anteriormente referidas, apresentaram resisténcia a pelo
menos dois antibidticos, que podiam incluir ampicilina, tetraciclina, estreptomicina,
cefalotina, sulfisoxazole, ticarcilina, canamicina, minociclina, piperacilina e
cloranfenicol. Na Irlanda, em isolados com verotoxina (VTEC) foram detectados o gene
bla-tem € a presenga de um integrdo de classe | portador dos genes gacDE1 (confere
resisténcia aos compostos de amonio quaternario) e sull (confere resisténcia as
sulfonamidas) (Scott et al., 2008). Na Suica, Stannarius et al. (2009) observaram em
fezes de leitbes e porcas, de varias suiniculturas, isolados de Eschericia coli portadoras
de genes de resisténcia a estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclina e trimetoprim. Um
estudo realizado em diversos paises Europeus por Hendriksen et al. (2008), entre os
anos de 2002-2004, revelou a elevada prevaléncia de isolados de E. coli resistentes a

varios antimicrobianos em suinos doentes (tabela 3.4).
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Tabela 3.4 — Percentagem de resisténcia em E. coli isolada de suinos doentes em 11
paises europeus no ano de 2004 (adaptada de Hendriksen et al., 2008).

Antibidticos B DK | UK | FI F N P ES S CH
N
Ampicilina 72, | 45, | 47, | 16, | 53, 7,0 - 72, 22 | 4,2
3 8 0 0 2 2
Amoxicilina + Acido 0,7 | 0,6 - - 2,0 - 36, | 1,8 - 0,0
Clavulanico 0
Cloranfenicol 38, | 41, - 7,0 - 4,0 | 45, | 40, - 38,
7 8 0 8 3
Ciprofloxacina 29 | 00| 20|00 | 55 0,0 | 30, | 14, | 6,0 | 0,0
0 2
Gentamicina 3,6 | 12, - 0,0 | 55 0,0 | 45, | 19, | 0,0 | 12,
0 0 5 7
Acido nalidixico 34, | 32, - 13, - 2,0 - 33, - -
3 0 0 7
Estreptomicina - 77, - 54, - 47, | 64, | 74, | 28, -
4 0 0 0 0 0
Sulfonamidas - 82, - 51, - 7,0 - 76, - -
0 0 3
Tetraciclina 77, | 91, | 82, | 51, | 82, 24, | 98, | 87, | 27, | 57,
4 0 0 0 6 0 0 0 0 4
Trimetoprim - - - 44, - 7,0 - 66, | 27, -
0 9 0
Trimetoprim+sulfametoxazo | 70, | 48, | 55, - 66, - - - - -
I 8 6 0 4

B — Bélgica; DK — Dinamarca; UK — Reino Unido; FIN — Finlandia; F — Franca; NL — Holanda; N —

— Noruega; P — Portugal; ES — Espanha; S — Suécia; CH — Suica; - Paises que ndo reportaram dados.

Em Portugal, foram detectadas bactérias com resisténcia maltipla aos antibidticos em

produtos de origem animal para consumo humano, nomeadamente, Enterococcus spp

resistentes aos glicopéptidos oriundos de carcacas de aves, Salmonella resistente a

tetraciclina, estreptomicina, ampicilina, sulfametoxazol, trimetoprim, gentamicina,

canamicina e cloranfenicol de amostras de humanos, produtos de origem animal para

consumo e ambiente. Foram ainda observadas Enterobacteriaceae com [-lactamases de

espectro alargado em carcacas de frangos (Novais et al., 2005; Antunes et al., 2006;
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Machado et al., 2008). Novais et al. (2005) observaram que um clone de Enterococcus
spp, resistente aos glicopéptidos, estava disseminado em suiniculturas de Portugal,
Espanha, Suica e Dinamarca, sugerindo que as trocas comerciais poderiam estar na base
desta distribuicdo alargada de bactérias resistentes. Adicionalmente, esta estirpe foi
também descrita em humanos saudaveis e em hospitalizados dinamarqueses e
portugueses (Freitas et al., 2009, dados submetidos para publicacdo). Antunes et al.
(2006) observaram em amostras clinicas de animais, produtos alimentares e ambiente de
Portugal, isolados de Salmonella multi-resistente portadores de integrées com genes que
conferiam resisténcia aos aminoglicosideos (aadA), sulfonamidas (sul), trimetoprim
(dfr) e B-lactamicos (blapse.; € blaoxa-so). E sugerido pelos autores que os produtos de
origem animal funcionam como reservatorio de clones e integrdes portadores de genes
de resisténcia, capazes de contaminarem a populacdo humana uma vez que, a

distribuicao destes elementos é similar nas diferentes amostras.

Outra situacdo bastante preocupante € a disseminacdo clonal entre humanos e animais
de estirpes MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) (Huijsdens et al.,
2006). Em estudos realizados em varios paises da Europa (Alemanha, Austria,
Dinamarca, Italia, Franga, Holanda, Hungria), Coreia e nos Estados Unidos da América
foi detectada a presenca de estirpes MRSA em humanos, suinos, gado bovino, frangos e
em produtos de origem animal para consumo humano (Lee et al., 2003; Armand-
-Lefevre et al., 2005; Huijsdens et al., 2006; Peles et al., 2007; van Loo et al., 2007;
Witte et al., 2007; Lewis et al., 2008; Simeoni et al., 2008; Smith et al., 2008). Alguns
estudos realizados na Europa (Dinamarca, Holanda, Franca) e Canada detectaram o
complexo clonal CC398 em suinos e humanos, sendo considerado que 0s suinos
funcionam como reservatorio destas estirpes (Armand-Lefevre et al., 2005; Huijsdens et
al., 2006; Khanna et al., 2008; Lewis et al., 2008; van Rijen et al., 2008).

Algumas praticas agricolas (utilizacdo de fertilizantes naturais, ou de biopesticidas)
também podem contribuir para a disseminacdo de genes de resisténcia aos agentes
antibacterianos. (Kimmerer, 2004; Binh et al., FEMS-2008; Scott et al., 2009). Num
estudo realizado na Alemanha, em amostras de solos fertilizados com residuos

organicos de suinos e dos proprios residuos, Binh et al. (FEMS-2008) observaram
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plasmideos portadores dos genes bla-TEM (confere resisténcia a amoxicilina), sull,
sul2 elou sul3 (conferem resisténcia as sulfonamidas). No Reino Unido foram
identificados, nos solos e residuos organicos de gado bovino, 7 ser6tipos de VTEC (E.
coli produtora de verotoxina) que apresentavam resisténcia a mais de 5 agentes
antibacterianos (Scott et al., 2009). Na Dinamarca, Agersg et al. (2005) observaram
isolados de Escherichia coli, Enterobacter spp, Arthrobacter spp (fezes de frangos)
Alcaligenes spp, Arthrobacter spp, Pseudomonas spp e Corynebacterium glutamicum
(solos estrumados com os residuos organicos de frangos) portadores de integrdes de
classe | com cassetes de genes tet (resisténcia a tetraciclina) e aadAll (resisténcia a
estreptomicina). Em todos estes estudos é sugerido que os fertilizantes naturais sdo um
reservatorio de genes de resisténcia aos antibidticos e que 0s microrganismos se
disseminam, facilmente, entre ecossistemas diferentes — de humanos e animais para

solos e agua e vice-versa (Nwosu, 2001).

Tem sido sugerido que o uso de microrganismos como biopesticidas pode também
contribuir para a disseminacédo da resisténcia aos antibiéticos (Patel et al., 2000; Kiihn et
al, 2004). Patel et al. (2000) observaram, numa estirpe de Paenibacillus popilliae, a
presenca de genes de resisténcia similares aos genes vanA e vanB encontrados em
isolados clinicos de Enterococcus spp, tendo sido sugerida a presenca de um gene
ancestral comum, ou que aqueles pertencentes a Paenibacillus popilliae constituiam

variantes precursoras de vanA e vanB (Patel et al., 2000; Guardabassi et al., 2005).

N&o podemos ainda esquecer que algumas bactérias podem ser usadas como probioticos
e como tal deveriam estar isentas de resisténcia a antibioticos. No entanto, Rizzotti et al.
(2005) detectaram Enterococcus spp, usados para a fermentacdo de queijos e salsichas,
portadores dos genes tetK, tetM (conferem resisténcia as tetraciclinas) e ermB (confere
resisténcia aos macrolidos). Peters et al. (2003), num estudo idéntico, detectaram, no
mesmo tipo de amostras, estirpes de Enterococcus spp resistentes ao cloranfenicol,

enrofloxacina, eritromicina, quinupristina/dalfopristina e tetraciclinas.

A informacédo aqui explanada torna claro que actividades associadas & producao animal,

agricultura e a contaminacdo de &guas superficiais podem ser promotoras da disperséo
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de bactérias e genes de resisténcia a antibioticos em vérios nichos ecoldgicos, que

entram em contacto com o homem, pondo em risco a satde publica.

3.3 -0 ar como veiculo de transmissao de bactérias resistentes

Embora o ar ndo funcione como reservatorio de bactérias resistentes a antibioticos, pode
constituir um veiculo da sua dispersdo. Num estudo realizado em ar de suiniculturas,
Gibbs et al. (2006) detectaram bactérias multi-resistentes a antibidticos a montante e,
em maior concentracdo, a jusante do local de producdo. As bactérias mais prevalentes
no ar foram Staphylococcus aureus e Streptococcus do Grupo A, que incluiam isolados
resistentes as tetraciclinas, ampicilina, eritromicina, lincomicina e penicilina. Chapin et
al. (2005) detectaram, em amostras idénticas, bactérias resistentes (Enterococcus spp,
Staphylococcus spp e Streptococcus Grupo viridans) a pelo menos dois dos antibidticos
utilizados na suinicultura em estudo. Sapkota et al. (2006) detectaram, no ar interior de
suiniculturas, Enterococcus spp e Streptococcus spp portadores de genes tet(M, L e K),
erm(A, B e F) e mef(A). E sugerido, nestes estudos, que o ambiente aéreo de producéo
animal funciona como veiculo de disseminacdo de bactérias e genes de resisténcia a

antibidticos, podendo contaminar os humanos através da inalacéo.

4 — Prevencdo da disseminacao da resisténcia aos antibiéticos no ambiente

Tal como referido no inicio deste capitulo, os antibidticos sdo utilizados de forma
massiva, tanto nas medicinas humana como veterinaria, seja com fins terapéuticos,
profilaticos, ou como promotores de crescimento animal e contaminam os diversos
compartimentos ambientais através da excre¢do humana e animal. Tendo esta
informacdo em consideracdo, € facil de perceber que ambientes aquaticos e terrestres
podem constituir um verdadeiro cocktail de compostos activos, que contribuem para a
seleccdo, manutencdo e disseminagdo de bactérias resistentes fora do ambiente

hospitalar.
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O uso racional destes agentes, quer ao nivel hospitalar, ou da comunidade parece ser um
dos caminhos para diminuir a disseminacdo de bactérias resistentes no ambiente. A
proibicdo da utilizacdo destes agentes pela Unido Europeia como promotores de
crescimento animal, certamente, vai contribuir para minimizar este efeito a longo prazo.
Esta diminuicdo tem sido verificada em paises que adoptaram este procedimento muito
antes de 2006, como é o caso da Suecia. Indirectamente, a administracdo de vacinas em
animais de consumo humano e a adopcao de rigorosas medidas de higiene e sanitarias
contribuird para a diminuicdo de infeccbes e, consequentemente, para um menor
consumo de antibioticos e seleccdo de bactérias a eles resistentes (Kimmerer et al.,
2004).

Seré necessario ainda implementar métodos eficazes de tratamento de aguas residuais,
de modo a ndo permitirem a passagem de moléculas de antibidticos, ou bactérias
resistentes, ou multi-resistentes para o ambiente. Juntamente com as praticas atras
referidas devera proceder-se a sensibilizacdo das populagdes rurais, de forma a fomentar
0 abandono da fertilizacdo de solos com estrume animal de grandes exploracdes, ou

com lamas das ETARs.

Como todos os profissionais de satde o farmacéutico também pode intervir neste tema
ao sensibilizar e educar a populagdo. Informacdes que incluem a toma de antibi6ticos
apenas quando necessario e de forma correcta e a importancia de ndo serem rejeitados
para o lixo doméstico serdo essenciais. A dinamizacdo deste tipo de informacéo junto da
comunidade pode passar ainda por accdes de sensibilizacdo junto das escolas. O
farmacéutico e a farméacia comunitaria ao intervirem na sociedade de forma activa,
contribuirdo, certamente, para que ocorra um decréscimo na disseminacdo de bactérias
resistentes nos varios compartimentos ambientais, podendo dar um contributo para a
inversdo da situacdo actual, a qual se encontra classificada como um problema

emergente de satde publica a nivel mundial.
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