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Sumario

A familia Enterobacteriaceae é uma familia vasta, constituida por bacilos de Gram
negativo ubiquitarios. Apesar de pertencerem a flora comensal do homem e outros

animais, estas bactérias tém também capacidade de se tornarem patogenicas.

A utilizacdo de antibi6ticos nos animais de consumo contribuiu para o aumento da
resisténcia a estas moléculas na familia Enterobacteriaceae, nomeadamente a
resisténcia a beta-lactamicos por producdo de beta-lactamases de espectro alargado
(ESBLs), existindo estudos recentes que sugerem que 0S animais constituem um

reservatorio de bactérias produtoras de ESBLS.

A producdo de ESBLs nestas bactérias diminui e condiciona a eficacia clinica ndo
apenas dos antibidticos beta-lactamicos, mas também de outras classes de antibidticos,
devido ao facto dos genes de resisténcia se encontrarem no mesmo elemento genético

movel que depois se pode disseminar entre espécies bacterianas e nichos ecoldgicos.

Em Portugal, a presenca de ESBLs em Enterobacteriaceae provenientes de suinos nao é
extensivamente estudada. Por outro lado, alguns estudos revelaram que ha uma
potencial transmissdo de genes que codificam para ESBLS e outros mecanismos de
resisténcia para 0s humanos através da cadeia alimentar. De facto, 0 mesmo tipo de
ESBLs ja foram detectadas em Enterobacteriaceae de outros nichos ecoldgicos, quer
em Portugal, quer noutros paises, parecendo existir estruturas genéticas (por exemplo,

plasmideos) e/ou clones bacterianos responsaveis pela disseminacdo mundial de ESBLS.

Assim, com este trabalho, pretendeu-se investigar a diversidade de genes que codificam
para ESBLs em isolados de Enterobacteriaceae provenientes de suinos e ambiente de
suiniculturas extensiva e intensiva em Portugal. Estes isolados foram recolhidos durante
0 periodo de 2006-2007 e procedeu-se inicialmente ao teste do DDST, seguido de
extraccdo de DNA dos isolados DDST positos, reac¢do de PCR, sequenciacao de genes

e avaliagdo da susceptibilidade a antibidticos ndo beta-lactamicos.

Tal como se verifica na Europa, observou-se uma prevaléncia de ESBLs do tipo CTX-
M-32 nas suiniculturas intensivas. CTX-M-32 é um dos tipos de ESBL mais epidémicos

em locais de produgdo animal.
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Os isolados obtidos da suinicultura intensiva analisada apresentaram ainda um perfil de
multiresisténcia, nomeadamente  abrangendo antibiéticos do grupo  dos

aminoglicosideos, sulfonamidas e tetraciclinas.

De forma a controlar esta disseminacdo mundial e atenuar o comprometimento da
eficacia terapéutica dos antibioticos quer em humanos, quer em animais, é necessario
sensibilizar e alertar para um uso adequado de antibidticos e estabelecer limites na sua

utilizacdo por parte de veterinarios.

Abstract

Enterobacteriaceae is a wide family comprising Gram-negative bacilli. Most
Enterobacteriaceae are widespread in the environment and are also present in the

intestinal flora of humans and animals, although they could become pathogenic.

For several years, antibiotics have been used both for treating infections in animals and
for growth promotion. This lead to a worldwide emergence and dissemination of
bacteria harbouring resistance genes, including genes encoding extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLS). Many studies have suggested that farming animals constitute

reservoirs for these agents and ESBL transmission could occur through the food chain.

ESBL-producing Enterobacteriaceae put at risk clinical therapy efficacy by having
different antibiotic resistance profiles and not being exclusively resistant to beta-lactam
antibiotics. This fact is a consequence of these resistance genes that harbor the same
genetic mobile elements, allowing it to disseminate trough other bacteria species and

environment.

In Portugal, there is scarce epidemic data about ESBL-producing Enterobacteriaceae
from swine and piggery environment, although some researchers have considered there
is a potential transmission through the food chain due to the remarkable ability that
Enterobacteriaceae family has to spread and exchange multi-resistance genes. These
facts suggest that this worldwide dissemination is mediated by genetic elements like

plasmids.
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The aim of this work was to increase the knowledge about the epidemiology of ESBL-
producing Enterobacteriaceae among different Portuguese piggeries. The samples were
collected in 2006-2007, followed by a DDST test, DNA extraction for DDST positive
isolates, PCR reaction, sequencing and evaluation of non-beta-lactam susceptibility

profiles.

As seen on Europe, there is a prevalence of the epidemic CTX-M-32 ESBL-type among
farming animals. The isolates showed a co-resistance antibiotics profile, mostly to

sulfonamides, tetracyclines and aminoglycosides.

Therefore, it is urgent to control this global dissemination of antibiotic resistance as it
compromises antibiotic therapy success both in humans and animals. It is important to

alert and apply antibiotic restrictions to the Veterinary authorities.
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I. Introducéo

1.1.Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é a mais vasta e heterogénea familia de bacilos de Gram-
negativo, tendo uma distribuicdo ubiquitaria. Algumas espécies desta familia
apresentam ainda relevancia clinica, sendo agentes de diferentes infeccdes. Os membros
desta familia medem em media 1-5um de comprimento, sdo anaerobios facultativos e
fermentadores de glucose. No entanto, podem fermentar outros aguicares e sdo oxidase
negativo (Plesiomonas shigelloides constitui uma excepcdo, sendo oxidase positivo)
(Murray et al., 2009).

Algumas espécies desta familia podem ser comensais em humanos e animais e, em
certas situacdes, tornar-se patogenicos e causar infec¢fes, como € o caso de Escherichia
coli. Outros sdo patogenicos por exceléncia, como Salmonella sp., Shigella sp. e
Yersinia sp. Os membros desta familia com maior importancia clinica para o0 homem
pertencem aos géneros Shigella sp., Escherichia sp., Salmonella sp., Klebsiella sp.,
Proteus sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Yersinia sp., Morganella sp. e Citrobacter
sp. (Murray et al., 2009).

Enterobacteriaceae possuem caracteristicas que lhes conferem uma resisténcia natural a
certos 0s antibidticos e tém adicionalmente capacidade para adquirir genes de
resisténcia provenientes de bactérias da mesma espécie e/ou de espécies ou generos
diferentes. Isto dificulta e condiciona a escolha dos antibidticos a usar e pode gerar

complicag¢des, nomeadamente o insucesso da terapéutica (Livermore, 2003).

Tendo em conta as caracteristicas anteriormente descritas, Enterobacteriaceae
tornaram-se patogénicos revelantes e sdo sobretudo responsaveis pela maior parte das
infeccdes nosocomiais (septicémias, infeccbes urinarias, infecgdes do tracto
respiratorio, do tracto gastrointestinal, entre outras). A existéncia de factores de
viruléncia (capsula, toxinas, capacidade de sequestro de factores de crescimento,
factores de aderéncia, entre outros), contribui também para a sua sobrevivéncia em

condi¢des ambientais adversas e persisténcia em instalacdes hospitalares, laboratorios,

14



Caracterizagdo molecular de isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBLs provenientes de

suiniculturas de producdo intensiva e extensiva de Portugal

locais de producdo animal, locais de abate de animais e processamento de carne, entre

outros (Murray et al., 2009).

A elevada prevaléncia de Enterobacteriaceae resistentes a antibioticos a que se tem
assistido deve-se sobretudo ao aumento da pressao selectiva exercida pelos antibioticos
mais usados na pratica clinica, tais como o0s beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
monobactamos e carbapenemos) e fluoroquinolonas (Cantén et al., 2008; Van de
Sande-Bruinsma et al., 2008).

No entanto, outros factores tém contribuido para o aumento deste problema. Devido ao
uso indiscriminado de antibidticos, quer em medicina humana, quer em medicina
veterinaria, agricultura e aquacultura, criaram-se condi¢Ges favoraveis a emergéncia e
disseminagdo de Enterobacteriaceae multirresistentes. Esta situacdo tem despoletado o
aparecimento de espécies resistentes aos agentes antimicrobianos actualmente
disponiveis, comprometendo a eficicia do tratamento de infec¢gbes nosocomiais ou de
infeccdes adquiridas na comunidade. Desta forma, € de extrema importancia uma gestdo
racional e maior controlo no uso de antibiéticos de forma a minimizar a disseminacao

mundial de estirpes resistentes.

1.2. Antibioticos — Emergéncia das resisténcias

A descoberta de antibidticos foi um dos acontecimentos que mais revolucionou a

histéria da medicina.

Em 1928, Alexander Fleming descobriu a penicilina G, o primeiro antibi6tico beta-
lactimico vastamente usado durante a segunda Guerra Mundial. Rapidamente
emergiram bactérias produtoras de enzimas (beta-lactamases) com capacidade de
hidrolisar o anel beta-lactamico destes antibidticos, inactivando-o, conduzindo assim a
perda da actividade bacteriolitica a que se destinavam (Figura 1). De forma a melhorar a
eficacia terapéutica, solucionar o problema da emergéncia das beta-lactamases e
aumentar a estabilidade em meio acido, foram sintetizados e introduzidos na préatica
clinica novos antibiéticos beta-lactamicos com um espectro de accdo mais alargado. No
entanto, a medida que estes foram introduzidos na pratica clinica, surgiram novas beta-

lactamases (Sousa, 2006).
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Inactivagdo Enzimatica
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Inibidores da Sintese Proteica
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Diminuic3o da permeabilidade

Tetraciclinas/Glicilciclinas da membrana bacteriana

Macrélidos Macrolicdos

Aminoglicosideos B-Lactamicos

Claranfenicol Quinolonas

Lincosamidas

Figura 1. Mecanismos de acc¢do dos antibidticos e mecanismos de resisténcia aos
antibidticos (adaptado de Tham, 2012).

Surgiram também novos antibidticos, de outras classes terapéuticas e com um espectro
de acgdo alargado. No entanto, também neste caso, a medida que foram surgindo novas
moléculas, também foram sendo descritas bactérias resistentes, devido sobretudo ao seu
uso abusivo e indiscriminado, quer em humanos, quer em animais de consumo como

promotores de crescimento (Sousa, 2006).
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1.3. Mecanismos de resistétncia aos antibidticos beta-lactamicos em
Enterobacteriaceae

Os antibioticos beta-lactamicos sdo uma das classes de antibidticos mais utilizados na

pratica clinica devido ao seu largo espectro de ac¢do e menores efeitos adversos.

No entanto, a resisténcia bacteriana a este grupo de antibiéticos tem sido mundialmente
descrita nas ultimas décadas devido a sua gravidade. Isto é uma consequéncia, como ja

foi referido anteriormente, da sua versatilidade terapéutica (Sousa, 2006).

Diferentes mecanismos de resisténcia aos antibidticos beta-lactimicos tém sido
descritos. Um deles inclui a modificagdo do alvo, as Penicillin Binding Proteins (PBPSs),
que sdo transpeptidases e carboxipeptidases essenciais a biossintese do peptidoglicano
(Figura 1). H4 mutacdes nas PBPs que originam resisténcia aos antibidticos beta-
lactdmicos (Poole, 2004; Sousa, 2006).

Existem espécies na familia Enterobacteriaceae que possuem um outro mecanismo de
resisténcia aos antibidticos beta-lactimicos: bombas de efluxo responsaveis pela

expulsdo do antibiético do citoplasma para o meio extracelular (Sousa, 2006).

Algumas Enterobacteriaceae desenvolveram outras estratégias que lhes possibilitaram
uma reducdo de susceptibilidade aos antibidticos beta-lactamicos, particularmente
alteracbes na permeabilidade da membrana externa por modificacdo na configuracao

dos canais de porina (Sousa, 2006).

Contudo, a producdo de enzimas capazes de hidrolisar antibidticos beta-lactdmicos
(beta-lactamases) constitui o principal mecanismo de resisténcia a estes antimicrobianos

em Enterobacteriaceae (Sousa, 2006).

Desde que as beta-lactamases comecaram a ser estudadas, houve uma necessidade de as
diferenciar e agrupar de forma a facilitar a sua compreensdo e escolha de alternativas
terapéuticas dentro do grupo de antibidticos beta-lactamicos. Assim, diferentes familias
de beta-lactamases tém sido descritas e diferenciadas em grupos consoante a sua

sequéncia de aminoacidos, substratos preferenciais e perfil inibitério (Bradford, 2001).

Sawai et al. (1968) prop6s que se comecassem a distinguir as penicilinases (enzimas

com actividade hidrolitica sobre a penicilina) das cefalosporinases (enzimas que

17



Caracterizagdo molecular de isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBLs provenientes de
suiniculturas de producdo intensiva e extensiva de Portugal

hidrolisam as cefalosporinas). Com o aparecimento de novas beta-lactamases e sua
subsequente caracterizacgao, criaram-se novos esquemas de classificacdo que permitiram
ndo s6 uma classificagdo mais precisa, mas tambem relacionar o seu perfil hidrolitico e
diferente estrutura molecular. Richmond et al. (1973), Sykes et al. (1976), Ambler
(1980), Mitsuhashi et al. (1981) e Bush (1989) desenvolveram estes novos esquemas de
classificagdo que ao longo do tempo se foram reorganizando consoante foram sendo

descobertas novas beta-lactamases.

A classificacdo molecular de Ambler e a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-
Medeiros sdo as classificacdes mais usadas (Rawat, 2010). Os grupos criados dentro de
cada um destes modelos de classificacdo das beta-lactamases, assim como a relagdo

entre eles e alguns exemplos de enzimas, sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo das beta-lactamases (adaptado de Haeggman, 2010).

Classe Molecular Grupo Funcional
Exemplos de Beta-Lactamase(s)

de Ambler de Bush-Jacoby
A 2b TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be TEM-3, SHV-2, CTX-M-15
2br TEM-30, SHV-10
2ber TEM-50
B 3a IMP-1, VIM-1
1 AmpC cromossomica de E. coli
D 2d OXA-1
2de OXA-11
2df OXA-23

A classificacdo molecular de Ambler agrupa as beta-lactamases em quatro grupos de
acordo com a sua sequéncia de aminoacidos: A, B, C e D. As beta-lactamases
pertencentes aos grupos A, C e D tém em comum a presenca de serina no local activo,
enquanto as beta-lactamases do grupo B contém zinco no seu local activo e sdo por isso

designadas de metalo-beta-lactamases (Bonnet, 2004).
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O esquema de classificacdo funcional de Bush-Jacoby classifica as beta-lactamases
baseando-se nas semelhangas funcionais (perfil de inibicdo e substrato) das enzimas
pertencentes a cada grupo da classificagdo de Ambler. Desta forma, as beta-lactamases

sdo divididas em quatro grupos principais e varios subgrupos (Bush et al., 2010).

O grupo 1 inclui os bacilos de Gram negativo produtores de cefalosporinases que
inactivam todos os beta-lactamicos, com a excepcdo dos carbapenemos. Estas
cefalosporinases ndo séo inactivadas pelo acido clavulénico e, em termos moleculares,

pertencem ao grupo C de Ambler (contém serina no local activo) (Bush et al., 2010).

O grupo 2 agrupa as diferentes beta-lactamases pertencentes aos grupos A e D de
Ambler, maioritariamente inibidas pelo acido clavulanico embora existam algumas
excepcdes, como por exemplo, as enzimas CMT (classe A e grupo 2) e TEM-30. Tendo
em conta que estas beta-lactamases tém diferentes substratos (por exemplo,
cefalosporinas, carbapenemos, entre outros), foram agrupadas em subgrupos (Bush et
al., 2010). As beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS) (ver sec¢do 1.3.1) sdo
incluidas neste grupo, dado serem enzimas pertencentes a classe A de Ambler inibidas
por inibidores de beta-lactamases e com capacidade hidrolitica sobre diferentes

antibidticos beta-lactdmicos (Paterson, 2005).

O grupo 3 contempla as metalo-enzimas (contém zinco no local activo) que hidrolisam
carbapenemos, comummente designadas de metalo-carbapenemases para as distinguir
das carbapenemases incluidas noutros grupos (serina-carbapenemases). Estas enzimas
fazem parte do grupo B de Ambler e ndo tém capacidade hidrolitica sobre os
monobactamos (Bush et al., 2010). Ao contrario de outras carbapenemases, as metalo-
carbapenemases ndo sdo inactivadas pelo &cido clavulénico, tazobactamo, acido
boronico e/ou avibactamo, sendo apenas inibidas por EDTA e DPA (acido dipicolinico)
(Nordmann et al.,2012; Brolund, 2013).

O grupo 4 inclui as penicilinases que nao sao inibidas pelo acido clavulanico (Bush et
al., 2010).
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1.3.1.Beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS)

As beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS) sdo enzimas capazes de hidrolisar um
largo espectro de antibidticos beta-lactdmicos, nomeadamente penicilinas,
cefalosporinas (incluindo as de largo espectro) e monobactamos (s6 nao tém poder
hidrolitico sobre as cefamicinas e carbapenemos). Tém ainda como caracteristica serem

enzimas inibidas por inibidores de beta-lactamases, como o acido clavulanico.

Actualmente, as ESBLs sdo as beta-lactamases mais frequentemente encontradas entre

Enterobacteriaceae (Gupta, 2007).

Poucos anos apos a introducdo das cefalosporinas de largo espectro no mercado, surgiu
a primeira ESBL, designada de SHV-2, a qual se verificou que era codificada por um

gene localizado num plasmideo (Knothe et al., 1983).

No final do ano 1980, em hospitais Franceses, identificaram-se em diferentes isolados
de Klebsiella sp. varios genes TEM e SHV contendo mutagdes relativamente aos genes
codificando para TEM-1, TEM-2 ou SHV-1, as quais originavam enzimas TEM e SHV
com capacidade de hidrolise sobre a ceftazidima. Esta descoberta criou a necessidade de
distinguir beta-lactamases de beta-lactamases de largo espectro. Assim, em 1989,
Philippon definiu que para serem consideradas beta-lactamases de largo espectro,
deveriam possuir as seguintes caracteristicas: serem transferiveis, terem capacidade
hidrolitica sobre as penicilinas e cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracdo
(Figura 2), e serem in vitro inactivadas por inibidores de beta-lactamases (por exemplo,

acido clavulanico) (Tielman, 2013).

Cefalosporina activa Cefalosporina inactiva

S S

g T HOOC

COOH

Anel plactamico (\ A

COOH

ESBL + H,0

Figura 2. Representacdo da inactivacdo de uma cefalosporina de largo espectro por
hidrolise do anel beta-lactdmico, desencadeada pela accdo de ESBLSs (beta-lactamases

de largo espectro) (adaptado de Tielman, 2013).
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A incidéncia de ESBLs tem vindo a aumentar em todo o mundo, sendo principalmente
descritas em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (Bradford, 2001; Livermore et
al., 2007; Thenmozhi, 2014). Assim, é de extrema importancia monitorizar, caracterizar
e reportar Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, bem como os seus perfis de
resisténcia aos antibidticos, de modo a implementar estratégias para minimizar a sua
disseminacdo e salvaguardar as moléculas de antibidticos mais recentes e eficazes
(Cornaglia et al., 2008).

1.3.1.1. Classificacdo das ESBLs

As ESBLs sédo classificadas consoante a sua sequéncia em aminoacidos e capacidade
hidrolitica sobre antibioticos beta-lactamicos. Existe uma grande diversidade de ESBLSs
e a descoberta de novas ESBLs € muito frequente. Os tipos de ESBLSs mais comuns sdo
enzimas CTX-M, SHV e TEM, embora existam outras menos frequentes em
Enterobacteriaceae, como por exemplo as do tipo PER, VEB, TLA, GES, BES e SFO
(Sousa, 2006; Coque, 2008; Libisch et al., 2008; Zong et al., 2009).

TEM-1, TEM-2 e SHV-1 foram as primeiras enzimas do tipo TEM e SHV a serem
descritas. No entanto, e como ja foi referido anteriormente, ndo possuem actividade
hidrolitica sobre cefalosporinas de largo espectro (Livermore, 1995). A partir destas
enzimas, por mutagdes pontuais que levaram a uma alteracdo no centro activo e,
consequentemente, ao aumento da capacidade hidrolitica e espectro de accao, surgiram
as ESBLs (Paterson et al., 2005).

As ESBLs do tipo TEM adquiriram esta designacdo devido ao utente onde foram
inicialmente detectadas (TEMoniera). Estas enzimas foram inicialmente identificadas
em E. coli (Paterson et al., 2005). As ESBLs do tipo SHV-2 e SHV-5 sdo
predominantes em Klebsiella pneumoniae de origem hospitalar, apresentando uma
prevaléncia de cerca de 90%. SHV-12 ¢ frequente em animais de consumo humano na
Europa  (EFSA, 2011). Dados  referentes a  Agosto de 2014
(http://www.lahey.org.studies/) indicam que actualmente estdo descritas 219 variantes
de enzimas do tipo TEM e 188 do tipo SHV. Convém referir no entanto que nem todas
estas variantes descritas sdo ESBLs. Por exemplo, algumas enzimas TEM ndo podem
ser consideradas ESBLs devido a escassez ou muito reduzida capacidade de hidrélise

sobre as cefalosporinas de largo espectro (CMT — Complex Mutant TEM) e resisténcia a
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accdo dos inibidores de beta-lactamases (IRT — Inhibitor Resistant TEM) (Robin et
al.,2006).

Tem-se verificado uma emergéncia e disseminacgdo drasticas e preocupantes de enzimas
CTX-M por todo o mundo, sendo actualmente consideradas as ESBIs mais frequentes
(Ogbolu, 2013). As enzimas CTX-M podem ser classificadas em cinco grupos de
acordo com a sua sequéncia de aminoacidos, designados de CTX-M-1 (CTX-M-15 é a
mais disseminada mundialmente), CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (cada
grupo inclui vérias variantes destas enzimas) (Lartigue et al., 2007). Actualmente
existem 159  variantes de enzimas CTX-M  (Agosto de 2014)
(http://www.lahey.org.studies/).

1.3.2. Outras beta-lactamases descritas em Enterobacteriaceae

Existem outras beta-lactamases produzidas por Enterobacteriaceae também com
relevancia clinica, nomeadamente as oxacilinases (grupo D de Ambler), as AmpC
cromossomicas e/ou plasmidicas (grupo C de Ambler) e as carbapenemases (grupos B,
A e D de Ambler) (Thomson, 2010).

As oxacilinases (enzimas do tipo OXA) sdo assim designadas por apresentarem uma
grande actividade hidrolitica sobre a oxacilina e cloxacilina (Sousa, 2006). A maioria
das beta-lactamases do tipo OXA ndo tem um perfil de hidrélise extenso sobre
cefalosporinas de largo espectro e é inibida parcialmente pelo acido clavulénico,
motivos pelos quais ndo sdo habitualmente consideradas ESBLs (Paterson et al., 2005).
OXA-20, OXA-22, OXA-24, OXA-25, OXA-26 e OXA-27 sdo alguns exemplos de
enzimas do tipo OXA que ndo sdo consideradas ESBLs (Siu et al., 2000).

As beta-lactamases AmpC eram tradicionalmente consideradas enzimas
cromossomicas, embora tenham sido descritas AmpCs plasmidicas que tém vindo a ser
cada vez mais frequentemente descritas em Enterobacteriaceae (principalmente em E.
coli e K. pneumoniae) (Philippon et al., 2002). A mobilizagdo de genes blaampc do
cromossoma para plasmideos tera sido feita por sequéncias de insercdo (Jacoby, 2009).
Actualmente, as AmpC plasmidicas mais frequentemente descritas em
Enterobacteriaceae sdo do tipo CMY e DHA (Pfeifer et al., 2010).
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As carbapenemases tém um perfil hidrolitico extenso sobre carbapenemos,
cefalosporinas, penicilinas e em alguns casos sobre monobactamos. S&o consideradas
uma ameaca maior que as ESBLs devido a sua actual emergéncia, disseminagao e,
principalmente, devido ao facto de comprometerem o0 sucesso terapéutico de
praticamente todos os antibidticos beta-lactamicos. E. coli e K. pneumoniae sdo as
espécies mais frequentemente descritas como produtoras de carbapenemases. As
carbapenemases ImiPenem (IMP) sdo metalo-carbapenemases que hidrolisam os
carbapenemos, tendo sido inicialmente detectadas em Serratia marcescens e
Pseudomonas aeruginosa no Japdo (inicio 1990). Em 1996, nos Estados Unidos,
descobriram-se carbapenemases produzidas por Klebsiella pneumoniae (designadas de
KPCs) e, mais tarde em Verona (1999), descobriu-se um integrdo contendo um gene
que codificava para uma metalo-carbapenemase que foi designada de VIM (Verona
integron-encoded metallo-beta-lactamase). A carbapenemase que actualmente tem
vindo a emergir de forma preocupante, foi inicialmente detectada (2008) em um
paciente Sueco que tinha viajado para a India, tendo sido designada como Nova Deli
metalo-beta-lactamase (NDM-1) (Lauretti et al., 1999; Yigit et al., 2001; Yong et
al.,2009; Berrazeg et al., 2014; Dortet, 2014).

A prevaléncia dos diferentes tipos de carbapenemases varia de acordo com a regiao
geografica. O tipo NDM ¢ mais frequente no Médio Oriente e Asia, enquanto KPC é
predominante na Europa. Relativamente ao continente Europeu, Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemases sdo predominantes e endémicas no sul da Europa e

menos frequentes nos paises Nordicos (Canton et al.,2012).

1.4. Epidemiologia global das ESBLs

A epidemiologia global das ESBLs é complexa. E necessario ter em consideracio a area
geografica, o nicho (comunidade, hospital), o tipo de hospedeiro humano (pessoa
saudavel, paciente), reservatorios ndo humanos (ambiente, como por exemplo solos ou
aguas; animais, como por exemplo animais selvagens, aves migratorias, animais de

consumo humano e de companhia), o tipo de transmissdo (indirecto, por exemplo
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através da cadeia alimentar; directo, por exemplo, entre pessoas) e o envolvimento de
elementos genéticos mdveis (mais frequentemente plasmideos) e/ou clones bacterianos
(; Mesa, 2006; Oteo et al.,2006).

1.4.1. Disseminacao geografica

Tendo em conta a actual disseminacdo global das ESBLs, é importante recolher dados
epidemioldgicos que permitam monitorizar a sua ocorréncia nas areas geograficas mais
epidémicas, de forma a implementar e acompanhar o resultado de estratégias para o seu
controlo. Desta forma, a informacdo que se segue remete para as areas geograficas onde

se verifica uma maior ocorréncia de ESBLSs.

Europa

Novas enzimas TEM e SHV continuam a emergir na Europa e clones epidémicos
especificos tém sido reportados como sendo importantes na sua disseminacdo, embora

os dados epidemioldgicos referentes aos diferentes paises Europeus variem bastante.

No que diz respeito as enzimas CTX-M, os dados disponiveis revelam que ha uma
distribuicdo geografica especifica para cada tipo de enzima. Assim, CTX-M-9 e CTX-
M-14 sdo mais frequentes em Espanha, enquanto CTX-M-1 é mais comum na Italia
(Pitout, 2010; Lascols et al., 2012). Na Suécia, Finlandia e Noruega verifica-se que ha
uma predominancia de enzimas CTX-M-14 e CTX-M-15 (Forssten et al., 2010;
Brolund et al., 2014).

Em Portugal, as enzimas TEM eram as mais prevalentes. No entanto, nos ultimos dez
anos, a CTX-M-15 tem vindo a disseminar-se em larga escala no pais (Fernandes et al.,
2014).

Africa
Em Africa, hd uma prevaléncia de ESBLs de classe A e D. CTX-M-15 é a enzima mais

reportada, embora as AmpCs plasmidicas e carbapenemases tenham sido ja também
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descritas no continente Africano. Comparativamente com outros locais geograficos, em
Africa ndo ha muitos dados epidemioldgicos sobre ESBLs, 0 que esta relacionado com

a escassez de investigagOes em determinadas areas do continente (Storberg, 2014).

Asia

A Asia é o continente onde se tem verificado um aumento constante na prevaléncia de
ESBLs. Condicdes de higiene precéarias, dgua potavel de ma qualidade, deficiente
controlo na prescrigdo e venda de antibioticos, sdo os factores mais relevantes para a

emergéncia e disseminacdo de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs a que se tem

assistido no continente Asiatico (Tham, 2012).

Existem, no entanto, diferencas epidemiol6gicas no continente Asiatico. No Japao,
considerando as ESBLs do tipo CTX-M, verifica-se um predominio da enzima CTX-M-
9, enquanto na China a CTX-M-14 é mais frequente. Na india, a CTX-M-15 é a ESBL
mais frequentemente identificada em Enterobacteriaceae (Muzaheed, et al., 2008;
Chong et al., 2013; Xia et al., 2014).

Na Tailandia o problema esté a atingir dimensdes ainda mais assustadoras depois de um
estudo efectuado em voluntarios saudaveis daquele pais ter revelado que cerca de 30-
50% estdo colonizados por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, maioritariamente
enzimas do tipo CTX-M (Hawkey, 2008).

Dados referentes a outras areas do continente Asidtico indicam um aumento
significativo na colonizacdo de pessoas saudaveis e utentes previamente hospitalizados
por bactérias produtoras de diferentes variantes de ESBLS, nomeadamente do tipo VEB

(Vietnamese extended-spectrum beta-lactamase) (Hawkey, 2008).

América do Sul

Na América do Sul verifica-se que ha uma prevaléncia de enzimas CTX-M-2 na
Argentina, embora se verifique a emergéncia de CTX-M-15, CTX-M-8 e CTX-M-9
(Sennati et al., 2012).

No Brasil e Coldmbia-verifica-se uma elevada prevaléncia de enzimas SHV-5 e SHV-
12 (Guzméan-Blanco et al., 2014).
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Os dados epidemioldgicos descritos para as diferentes areas geogréaficas, referem-se a
isolados bacterianos de hospitais, locais onde se verifica uma elevada pressdo selectiva
devido a constante exposi¢do a antibidticos. Contudo, a colonizagdo ou infeccdo por
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS ndo é restrita apenas a doentes hospitalizados.
Na comunidade, ha humanos saudaveis e pacientes ndao hospitalizados que estdo
colonizados e/ou infectados por estas bactérias. Assim, a Figura 3 remete para a
distribuicdo mundial de pessoas da comunidade colonizadas por Enterobacteriaceae
produtoras de ESBLSs.
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Figura 3. Prevaléncia mundial de humanos da comunidade portadores de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs (adaptado de Balkhed, 2014)
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1.4.2. Mecanismos de disseminacao

A disseminacdo de ESBLs pode ocorrer através de dispersdo clonal de estirpes
bacterianas ou por transferéncia horizontal de genes que codificam para ESBLs entre

bactérias da mesma e/ou espécies diferentes.

1.4.2.1. Disperséo clonal

A disperséo clonal estd mais frequentemente associada a casos em que uma determinada
bactéria se adapta e permanece num determinado ambiente (hospitalar, local de
producdo animal ou outra infra-estrutura). Esta adaptacdo permite que as bactérias se
multipliqguem por sucessivas divisdes celulares e transmitam a sua descendéncia 0s
genes responsaveis pela resisténcia aos antibidticos (por replicacdo de DNA). E de
extrema importancia detectar estes focos de clones bacterianos de modo a travar a sua
disseminacdo e consequente transmissdo de resisténcia a antibioticos, ja que
habitualmente se tratam de clones portadores de caracteristicas (capsula, adesinas,
fimbrias, capacidade de sequestro de ferro, etc.) que os tornam altamente eficientes para

uma dispersao epidémica e/ou pandémica (Hawkey et al., 2009).

As repercussdes do sucesso epidémico do clone de E. coli ST131 produtor de CTX-M-
15 podem dever-se a introducdo de plasmideos IncFIl contendo genes que codificam
para a enzima CTX-M-15. Actualmente, a ocorréncia deste clone ndo é exclusiva nos
humanos e tem-se verificado um agravamento na sua dispersdo. Amos e colaboradores
(2014) efectuaram uma investigacdo acerca da sua prevaléncia em aguas residuais que
afluiam a um rio em Inglaterra e constataram que a maior parte das bactérias resistentes
a cefalosporinas de terceira geracdo ai detectadas eram E. coli ST131, havendo uma
predominancia de enzimas CTX-M-15 (prevalentes em animais de companhia e aves
migratorias em Inglaterra). Este estudo concluiu que a elevada incidéncia de bactérias
resistentes a cefalosporinas de terceira geragdo se devia ao facto de nas imediagdes
deste rio existirem quintas de producdo animal que contribuiriam para a contaminagao
fecal. Mora et al. (2010), por sua vez, efectuou estudos em aviarios e carne de frango
comercializada, tendo identificado E. coli ST131 produtor ndo sé de CTX-M-15, mas
também CTX-M-9.
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1.4.2.2. Transferéncia horizontal de genes

A transferéncia horizontal de genes caracteriza-se pela transmissdo de material genético
movel a outras bactérias, ndo necessariamente suas descendentes ou pertencentes a

mesma espécie.

A transferéncia horizontal pode ocorrer por trés processos diferentes: transformacéo,

transducdo ou conjugacao (Murray et al., 2009).

A transformagao ocorre quando as bactérias captam para o seu genoma DNA livre, por
exemplo, proveniente da lise de uma bactéria. O processo de transducdo esta
relacionado com fendmenos em que as bactérias sdo infectadas por bacteriéfagos que
injectam DNA no genoma da bactéria hospedeira. O processo em que ha interaccao
fisica entre bactérias e que envolve troca e partilha de DNA através de plasmideos (ou
até transposdes), ¢ denominado de conjugacdo (Figura 4). Neste processo as bactérias

interagem entre si através de pili (Murray et al., 2009).
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Figura 4. Processo de conjugacéo bacteriana (adaptado de Titelman, 2013).

A flora intestinal é o reservatério ideal para se trocarem e adquirirem genes,
nomeadamente genes de resisténcia aos antibioticos. Caracteriza-se por muitas

interaccdes entre diferentes espécies de bactérias que, quando estimuladas pelo uso de

28



Caracterizagdo molecular de isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBLs provenientes de

suiniculturas de producdo intensiva e extensiva de Portugal

antibidticos, sdo forcadas a sofrerem uma seleccdo natural. As estirpes resistentes
acabam por ser selecionadas e por aumentar em nimero sob essa pressao selectiva,
podendo depois partilhar os genes de resisténcia a antibioticos que albergam atraves de
plasmideos, por exemplo. Os plasmideos podem albergar genes que conferem
resisténcia a antibioticos pertencentes a diferentes classes. Este facto é responsavel pelo
surgimento de perfis de multiresisténcia a antibioticos, particularmente tipicos entre
bactérias produtoras de ESBLs. E. coli é detentora de uma tendéncia natural para
partilhar maltiplos genes de resisténcia a antibioticos através de pili, sendo desta forma,
uma das grandes responsaveis pela disseminagdo de ESBLs entre Enterobacteriaceae
(Bennett, 2008).

Os genes blagsg. podem ser transferidos através de diferentes elementos genéticos

moveis, especialmente plasmideos e transposbes (Canton et al., 2003).

Os plasmideos sdo constituidos por cadeias duplas de DNA circular localizados fora do
cromossoma da bactéria hospedeira. Possuem capacidade replicativa autbnoma e podem
albergar genes de resisténcia a antibioticos e factores de viruléncia essenciais para a
sobrevivéncia e adaptacdo rapida a qualquer ambiente mais inospito. A maior parte das
bactérias possui plasmideos, 0s quais podem variar em tamanho e podem codificar
proteinas necessarias para a formacdo de pili (essencial para a sua transferéncia para
outras bactérias por conjugacdo). O sucesso da disseminacdo das ESBLs deve-se ao
facto da sua transmissdo entre bactérias da mesma espécie, de diferentes espécies ou de

diferentes familias, ser frequentemente efectuada por plasmideos (Carattoli, 2011).

A diversidade de hospedeiros de plasmideos é determinada pelo tipo de grupo de
incompatibilidade do plasmideo (Inc), que é responsavel pela replicacdo e controlo de
nimero de cdpias. Plasmideos IncF sdo mais restritos a determinadas espécies de
bactérias e estdo maioritariamente relacionados com ESBLs do tipo CTX-M-14, por
exemplo. Os plasmideos do tipo IncFll, IncA/C, IncN, IncL/M e Incl sdo os mais
disseminados em bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae e associados a
genes que codificam as ESBLs CTX-M-14, SHV-5, entre outras, possuindo

habitualmente um tamanho compreendido entre 50-200 kb (Carattoli, 2011).

Os transposdes simples, também designados de sequéncias de insercdo (ISs), sdo

constituidos por sequéncias curtas de DNA (cerca de 700-2500 pares de bases) (Murray
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et al.,, 2009). Podem ter diferentes localizacGes, particularmente em diferentes
plasmideos, tendo potencial para se moverem e disseminar genes de resisténcia a
antibidticos (Bennett, 2008). A sequéncia de insercdo ISEcpl estd associada a
disseminacdo de enzimas CTX-M, como por exemplo, CTX-M-2 e CTX-M-9 (Cantdn
etal., 2012).

Quando duas sequéncias de insercdo se encontram a flanquear zonas que contém genes
(codificando ou ndo para resisténcia a antibioticos), passam a constituir um transposao
composto. Os transposfes ndo tém capacidade replicativa. No entanto, sdo estruturas
genéticas altamente eficazes a transportar genes entre, por exemplo, plasmideos e
cromossoma da mesma bactéria ou de bactérias diferentes (no caso de transposfes
conjugativos) (Bennett, 2008). Por exemplo, 0s genes blakpc tém sido descritos
associados ao transposdo Tn4401. Este transposao possui 0S genes transposase (tnpA),
resolvase (tnpR) e duas sequéncias de insercdo (ISKpn6 e ISKpn7). Supde-se que foi
com este transposdo que 0s genes blakpc se comecaram a disseminar (Nordmann et al.,
2009).

Existem ainda elementos genéticos designados de integrdes que, apesar de ndo terem
mobilidade propria, podem associar-se a transposfes ou plasmideos e assim, adquirir
mobilidade e contribuir para a disseminacédo da resisténcia aos antibiéticos. Cassettes de
genes podem ser incorporadas ou removidas de integrdes, independentemente da sua
estrutura (Harbottle et al., 2006). Os integrGes podem albergar multiplas cassettes de
genes de resisténcia a antibidticos transcritos por um promotor comum existente no

integrdo (Toleman et al., 2006).

1.5. Epidemiologia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs em animais de
consumo humano

A primeira deteccdo de bactérias produtoras de ESBLs em animais de consumo humano
ocorreu durante o periodo de 2000-2001 num matadouro Espanhol, em que foram
identificados isolados de E. coli produtores de ESBLs em galinhas saudaveis (Brinas et
al., 2003).
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Dados epidemiol6gicos de outros paises ndao permitem comparar prevaléncias de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs com muita exactiddo, uma vez que a
metodologia adoptada nos estudos varia de pais para pais. Assim, por exemplo, a
prevaléncia de E. coli produtoras de ESBLs pode sofrer uma variagdo na ordem de 0,2-
40,1% consoante a metodologia utilizada nos estudos relativos a cada pais (Smet et al.,
2010). Desta forma, a informacdo que se segue € apenas relativa a estudos efectuados

em determinados paises sem, portanto, efectuar comparacdes.

A ocorréncia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS em animais de consumo tem
sido vastamente reportada nos Gltimos anos. CTX-M-1 é a ESBL mais reportada em
animais de consumo humano e comecou a disseminar-se desde que foi descoberta em
2005, numa suinicultura Dinamarquesa. No entanto, nos ultimos anos, as enzimas CTX-
M-14, CTX-M-32 e CTX-M-15 tém emergido em suiniculturas Dinamarquesas e 0
mesmo padréo se verifica nos restantes paises Europeus, apesar de em geral, CTX-M-1
e CTX-M-14 serem as mais frequentes (Aarestrup et al., 2006; Blanc, et al., 2006;
Agersg et al., 2012).

O clone E. coli ST131 produtor de CTX-M-15, portador de numerosos factores de
viruléncia e frequentemente envolvido em infec¢des extraintestinais no homem, tem
sido 0 mais estudado. Foi inicialmente descoberto na sequéncia de infec¢des urinarias e
septicémias em recém-nascidos, mas actualmente ndo se restringe apenas a humanos. Ja
se verificou a disseminacdo deste clone em varias espécies de animais, incluindo
animais de consumo humano (suinos, bovinos, entre outros), animais selvagens e
animais de companhia, existindo ja varios estudos que sugerem uma transmissdo a partir
de animais de consumo humano para o0 homem, apesar dos dados recolhidos serem
ainda insuficientes para comprovar esta transmissdo (Mora et al., 2010; Overdevest et
al., 2011; Platell et al., 2011).

De um modo geral, os subtipos de enzimas CTX-M (CTX-M-1, -2, -3, -8, -9, -14, -15, -
17, -18, -20, -32, -53) tém sido detectados em animais de consumo (sobretudo suinos)
na grande maioria dos paises Europeus. Variantes de enzimas SHV (SHV-2,-5,-12) e
TEM (TEM-20,-52,-106,-126) tém também sido detectadas, apesar de ndo terem uma
disseminacdo tdo vasta como as enzimas do tipo CTX-M. Plasmideos endémicos
pertencentes aos grupos de incompatibilidade IncF, IncA/C, IncN, IncHI2, Incll e IncK

albergam particularmente genes blatemsz € blactx-m-1, -9, -14, -32, prevalentes ndo sé em
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animais de consumo como referido anteriormente, mas também em animais de

companhia, em produtos alimentares (lacticinios, carne) e em humanos (EFSA, 2011).

No que diz respeito a Portugal, num estudo recente de Rodrigues et al. (2013) verificou-
se uma ocorréncia de TEM-52 (a ESBL mais frequente neste estudo), CTX-M-32 e
CTX-M-1 em E. coli de suiniculturas intensivas de diferentes regides geograficas de
Portugal. Estes resultados indicam um aumento da diversidade de ESBLs relativamente
ao estudo efectuado pelo mesmo grupo de investigagdo durante o periodo de 1998-2004
(Machado et al., 2008).

Plasmideos, genes blagsg. € clones de bactérias podem ser transmitidos para 0s
humanos através da ingestdo de produtos provenientes de animais de consumo, atraves
do contacto com animais e/ou, indirectamente, com o ambiente onde ambos estdo
inseridos. Pessoas que tém como actividade ocupacional tratar de animais tém um maior

risco de virem a ser portadoras de bactérias produtoras de ESBLs (EFSA, 2011).

Desta forma, os animais, em particular os suinos, parecem constituir reservatdrios de
bactérias contendo genes blagsg. que podem ser transferidos para outras bactérias
(pertencentes ou ndo a familia Enterobacteriaeceae) e para outros nichos (ambiente,
homem). No homem, estes genes podem passar a estar albergados em bactérias
pertencentes a flora intestinal que podem mais tarde tornar-se patogénicas
extraintestinais, caso haja oportunidade para tal. Por exemplo, ha fortes suspeitas de que
as enzimas CTX-M-1, CTX-M-14 e CTX-M-27, detectadas em E. coli de pacientes
hospitalizados, sejam origindrias de bactérias provenientes de animais de consumo
humano. Para se comprovar este facto é necessario efectuar estudos mais detalhados
(Hammerum et al., 2014). A Figura 5 esquematiza as diferentes vias de transmissao de

bactérias e/ou genes de resisténcia entre os diferentes nichos.
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Figura 5. Diferentes vias de transmissdo de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs

e/ou genes de resisténcia entre os diferentes nichos (adaptado de Cantas, 2013).

No que diz respeito a produgdo de suinos para consumo humano, existem regimes de
producéo intensiva e extensiva (Humane Society International, 2014). Estes regimes de
producdo apresentam diferencas que teoricamente se reflectirdo nos dados
epidemioldgicos relativos a ocorréncia de bacterias produtoras de ESBLs em cada caso.
Os regimes de producdo extensivos privilegiam uma dieta natural e diversificada, que
respeita as necessidades nutricionais do organismo dos suinos e ndo impde restricdes
quanto a quantidade ou momentos para se alimentar (Humane Society International,
2014). A area extensa e pastoreio ao ar livre evitam que o espaco fique sobrelotado e,

desta forma, os suinos ndo sdo forcados a ficar confinados ao mesmo espaco. Ja o
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sobrelotamento nas suiniculturas com regime de producao intensivo promove um maior
contacto fisico entre suinos, aumentando a probabilidade da disseminacdo de bactérias
produtoras de ESBLs e/ou genes blagsg, € eventuais doencas. Para além disso, as
suiniculturas intensivas privilegiam dietas baseadas em racGes fortemente
suplementadas com nutrientes (proteinas, sobretudo) e monetariamente mais acessiveis,
que visam promover um crescimento mais rapido do que aquele que se verifica em
circunstancias naturais (Sgrensen et al., 2014). Estas racGes contém organismos
geneticamente modificados (OGMs, soja e milho sobretudo), o que tem vindo a intrigar
a comunidade cientifica sobre a sua importancia na transmissdo de genes que conferem
resisténcia aos antibidticos (Antibiotic Resistance Markers in Genetically Modified
(GM) Crops, 2001). Num estudo recente, constatou-se que estes organismos
geneticamente modificados (soja, entre outros) possuem plasmideos que albergam
genes blagsgt, constituindo assim um risco elevadissimo para a disseminacdo de ESBLs
(Ho Wan, 2014).

A suplementacdo das racdes com OGMs (soja, entre outros) provoca Ulceras e processos
inflamatdrios graves no estdbmago dos suinos, bem como outros problemas de satde
graves (Carman, 2013). A ocorréncia de processos inflamatdrios severos na mucosa do
tracto gastrointestinal gera desequilibrios na flora normal e favorece a proliferacdo de
bactérias patogénicas que se aproveitam do facto do sistema imunitario estar menos
alerta e mais focado na reparacdo e controle dos processos inflamatorios existentes
(Carman, 2013). Desta forma, ha uma forte possibilidade da suplementacdo com OGMs
promover a disseminacdo de ESBLs e/ou transferéncia de genes varios na flora

intestinal dos suinos.

Sabe-se ainda que a suplementacdo das ragcdes com soja geneticamente modificada tem
consequéncias no sistema imunitario e na absorcdo de nutrientes, sobretudo de minerais
(Coulibaly et al., 2011). A elevada concentragdo de anti-nutrientes (&cido fitico, por
exemplo) impossibilita a absor¢do de minerais essenciais para o desenvolvimento fisico
e fortalecimento do sistema imunitario. Para contrariar as caréncias de zinco e
consequentemente, o0 adoecimento dos animais, € usual suplementar também as racdes
com zinco (Guo-jun et al., 2009). Esta suplementacéo tem também implicacGes na flora
normal dos suinos e promove a disseminacdo de genes de resisténcia aos antibidticos

por processos de co-seleccdo de genes de resisténcia a metais e por outros mecanismos.
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O estudo de Bednorz et. al. (2013) revelou que a incidéncia de clones de E. coli
multirresistentes aumentou cerca de 20% quando 0s suinos ingeriram racGes
suplementadas com zinco (em relagdo ao grupo controlo ndo alimentado com zinco). A
suplementacdo com zinco favorece a troca de plasmideos que contém também genes
que conferem resisténcia a antibidticos e, desta forma, é uma ma opcdo quando se

pretende um fortalecimento do sistema imunitario dos suinos (Bednorz et al., 2013).

No decurso das praticas de producdo nas suiniculturas, ha ainda a possibilidade de
agricultores que praticam agricultura bioldgica recorrerem ao uso de fezes de suinos
como fertilizantes naturais. Este facto pode contribuir para que os vegetais fiqguem
contaminados com bactérias produtoras de ESBLSs, uma vez que o0s solos e ambiente
aquatico podem passar a constituir reservatérios destas bactérias e/ou dos seus genes de

resisténcia aos antibioticos (Reuland et al., 2014).

N&o se deve também invalidar a hipotese das fezes de suinos contaminadas por
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs poderem contaminar aguas residuais que
podem vir a ser usadas na agricultura, no quotidiano, e assim constituir uma forma de
disseminacdo de ESBLs (APUA Newsletter, 2014).

A persisténcia de fezes nas instalagdes também atrai e constitui um excelente meio para
0 aparecimento e persisténcia de insectos, nomeadamente moscas. As suiniculturas séo
0 ambiente de eleicdo para estas moscas que, adquirem e transportam bactérias,
incluindo bactérias resistentes a antibidticos (Looft et al., 2012; Zhu et al., 2013).
Estudos recentes comprovaram que as moscas provenientes de locais de producdo de
animais de consumo humano estdo colonizadas por bactérias com perfis de resisténcia e
linhagem clonal iguais aos encontrados em bactérias de fezes desses animais (Blaak et
al., 2004; Ahmad et al., 2011).

Finalmente, a maior parte dos antibioticos usados como promotores de crescimento ndo
sd0 muito bem absorvidos pelo sistema digestivo dos animais de consumo humano,
acabando por ser eliminados para 0 ambiente, contribuindo para a selec¢cdo no ambiente
de bactérias resistentes a antibioticos, incluindo as produtoras de ESBLs (Zhu et al.,
2013).

Suplementos de probioticos, prebidticos, acidos organicos, argila e extractos de plantas

constituem uma boa alternativa ao uso de antibidticos como medida preventiva de
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infeccdes, maioritariamente em crias de suinos. Probidticos e prebioticos tém efeitos
benéficos na flora intestinal dos suinos e reduzem o risco de diarreia através da
estimulacdo do sistema imunitario, alteram o pH do lumen intestinal, facilitam a
digestdo, promovem uma maior absorcdo e aproveitamento de nutrientes provenientes
da alimentacdo e reduzem o risco de bactérias patogénicas resistentes a antibidticos

persistirem na flora intestinal (Vondruskova et al., 2010).

Em 2008, as autoridades Alemas de controlo e monotorizacdo de resisténcia aos
antibidticos forcaram a Industria Farmacéutica e Farmacias Alemds a contabilizarem e
divulgarem a quantidade de antibidticos que se destinaram a uso veterinario. Esta
fiscalizacdo contribuiu para que durante os anos de 2012 e 2013 se tivesse reduzido a
quantidade de antibidticos usados em veterinaria em cerca de 170 toneladas (APUA
Newsletter, 2014).

Seria ideal que se pudesse aplicar este modelo em Portugal e que o Ministério da
Agricultura e Pecuaria mobilizasse fundos para que se pudesse efectuar um controlo
mais rigoroso e restrito da utilizacdo de antibiéticos em veterinaria. Seria benéfico nédo
SO para a saude publica, mas também para a economia nacional, uma vez que implicaria
uma reducdo de custos em antibioticos e hospitalizacGes (a diminuicdo da utilizagao de
antibiéticos em veterindria iria atenuar a disseminacdo de bactérias resistentes a
antibidticos e, consequentemente, a populacdo ndo iria padecer tdo frequentemente de
infeccdes de dificil tratamento). Neste sentido, a Direccdo-Geral de Alimentacdo e
Veterinaria de Portugal prop6s um plano com normas que visam diminuir o uso de
antibioticos em animais e, consequentemente, minimizar a disseminacao da resisténcia a

antibidticos e a sua transmissao para humanos (Ponte, 2013).

Desta forma, recomenda-se que as autoridades veterinarias cumpram e respeitem a
legislacdo em vigor referente a medicamentos veterinarios; acompanhem, sensibilizem e
invistam na formacdao dos profissionais de saude de modo a executarem boas préaticas de
distribuicdo de medicamentos veterinarios; desenvolvam vias terapéuticas alternativas
ao uso de antibioticos; divulguem e disponibilizem resumos das caracteristicas dos
antibidticos de uso veterinario para que possam ser usados de forma correcta;
monitorizem, fiscalizem e vigiem as praticas veterinarias. Este plano tem a duracdo de

cinco anos e entrou em vigor em 2014 (Ponte, 2013).
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1. Objectivos

Os antibidticos foram usados durante muito tempo e de forma indiscriminada como
promotores de crescimento em suinos e outros animais de consumo humano. Este facto
despoletou uma emergéncia e disseminacdo de bactérias resistentes a antibidticos que

para além de serem usados em veterinaria, sao também usados em pratica clinica.

O uso de antibidticos nas praticas veterinarias (tratamento de infecgdes), promove uma

co-seleccdo e subsequente persisténcia de bactérias resistentes a antibioticos.

Ha uma escassez de dados epidemioldgicos referentes a ocorréncia de
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs em suiniculturas de produgdo intensiva e

extensiva Portuguesas. Assim, este trabalho teve como objectivos:

a) Awvaliar a ocorréncia e diversidade de ESBLs em suiniculturas Portuguesas de
producéo intensiva e extensiva,;
b) Avaliar a resisténcia a antibiéticos ndo beta-lactamicos entre os isolados

produtores de ESBLSs detectados.
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I11. Material e Métodos

1. Isolados bacterianos

Os isolados bacterianos analisados no presente trabalho foram obtidos no decorrer de
um projecto de investigacdo que teve inicio em 2006 no Laboratério Associado
REQUIMTE/Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto. Em concreto, durante
2006 e 2007 foram recolhidas inimeras amostras oriundas de uma suinicultura de
producdo intensiva da regido Norte e de uma suinicultura de producdo extensiva da
regido Sul de Portugal, nomeadamente zaragatoas rectais e da pele de animais das salas
de cobricdo, de gestagdo, maternidade e de engorda; amostras de &gua ndo tratada usada
para encher os bebedouros e amostras dos bebedouros de diferentes salas; amostras de
racdo obtidas do saco inicial e dos comedouros para animais de cobri¢do e gestacao;
zaragatoas da ventilacdo das salas lavadas e desinfectadas, destinadas a receber porcas
no final da gestagdo; zaragatoas da parede de salas e dos pavimentos; amostras da fossa
da sala de cobrigdo e maternidade; amostras da segunda lagunagem, Gltima lagunagem e

esterco seco; e amostras do rio proximo dos locais de producéo.

As amostras foram inoculadas em meio de MacConkey sem antibi6tico e em meio de
MacConckey com diferentes antibioticos (cefotaxima, ceftazidima), de forma a
selecionar o crescimento de bactérias resistentes aos antibiéticos referidos, uma vez que

estas existem por norma em menor ndmero nas amostras.

As placas foram incubadas a 37°C durante um periodo de 24 horas, tendo sido
seleccionados os diferentes morfotipos de coldnias por cada placa. A identificacdo
presuntiva de Enterobacteriaceae foi feita realizando a coloracdo de Gram, o teste da
oxidase e a andlise da fermentacdo da glucose em caldo glucosado (Ferreira e Sousa,
2000).

Foi no ambito destes estudos prévios que se identificaram 193 isolados (suinicultura
intensiva, n=146; suinicultura extensiva, n=47) pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, os quais foram selecionados para o presente trabalho de

investigacéo.

38



Caracterizagdo molecular de isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBLs provenientes de

suiniculturas de producdo intensiva e extensiva de Portugal

2. Deteccdo de isolados produtores de ESBLs

A deteccdo da expressdo de ESBLSs nos isolados analisados neste estudo foi efectuada
atraves do teste do duplo sinergismo (DDST, Double Disc Sinergy Test). A suspensao
bacteriana preparada em soro fisiologico estéril e ajustada a uma densidade Optica de
0,5 McFarland foi inoculada no meio de cultura Mueller-Hinton, e posteriormente
dispuseram-se os discos contendo cefotaxima (30 ug), cefepima (30 ug), ceftazidima
(30 pg) e aztreonamo (30 pg) a 25mm de distancia de um disco de amoxicilina e &cido

clavulanico (30 pug) (Jarlier et al., 1988).

3. Deteccéo e caracterizacdo de genes que codificam ESBLSs
3.1. Extraccdo do DNA bacteriano

Foi efectuada uma extraccdo de DNA dos isolados em que se detectou a expressdo de

ESBLSs pelo teste do duplo sinergismo.

Cerca de duas ou trés colonias da cultura bacteriana pura foram recolhidas e transferidas
para 300uL de agua ultrapura estéril e, num vortex, foram homogeneizadas. De seguida,
submeteu-se a suspensdo bacteriana a uma fervura em banho de agua (GFL®,
Burgwadel, Alemanha) durante quinze minutos, centrifugou-se (Sigma, Osterode am
Harz, Alemanha) a 14000r.p.m durante cinco minutos e recolheu-se o sobrenadante
(contendo 0 DNA), o qual foi armazenado a -20°C (Machado et al., 2007).

3.2. Amplificacdo dos &cidos nucleicos por PCR — Polymerase Chain Reaction

Os genes blagsg. mais disseminados mundialmente foram amplificados por PCR em
termocicladores MyCycler™ e iCycler™ (Bio-Rad, Hércules, EUA). Assim,
utilizaram-se primers e condi¢fes de amplificacdo especificos para deteccdo de blargm,
blasny, blacTx-m € blagxa, 0s quais se encontram descritos na Tabela 2 (Machado et al.,
2007).

A deteccdo de genes blactx.m decorreu em duas fases. A primeira fase teve como
objectivo verificar se os isolados continham genes blactx-m. NOS casos em que o

resultado foi positivo, passou-se a segunda fase, na qual se efectuou uma nova
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amplificacdo recorrendo-se a primers mais especificos que permitiram determinar o

grupo do gene blacrx.m (Machado et al., 2007).

Em todas as reacc¢des de PCR recorreu-se a controlos positivos e controlos negativos.

3.3. Electroforese

Apo6s a amplificacdo por PCR, os produtos obtidos foram detectados atraves de
electroforese em gel de agarose com concentracfes entre 1,5-2%, usando as seguintes

condicdes de electroforese: 90V, 45 minutos, tampdo TAE 1X.

Para se poder visualizar os produtos de PCR sob a luz UV, adicionou-se um agente
intercalante de &cidos nucleicos que emite fluorescéncia quando colocado num
transiluminador. O agente intercalante usado foi 0 SYBR Green® a uma concentragao
de 0,03pL/mL.

Através do programa de aquisicdo de imagem Molecular Imager ChemiDoc™™, foi
possivel armazenar e visualizar os resultados da electroforese em formato digital. O
tamanho dos fragmentos obtidos por PCR foi estimado por compara¢do com o marcador

de peso molecular Hyperladder 1V (Bioline, Uppsala, Suécia).

3.4. Purificacdo dos produtos amplificados

Quando apropriado, procedeu-se a purificacdo de DNA através da utilizacdo do kit GRS
PCR & Gel Purification (GRISP®, Porto, Portugal), seguindo as instru¢cdes do

fabricante.

3.5. Sequenciagao

Os produtos de PCR purificados foram enviados para a empresa Macrogen

(Amesterddo, Holanda) para serem sequenciados.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias existentes em bases de dados
genéticos mundiais (GenBank) usando a ferramenta “BLAST alignment”
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para se identificarem sequenciais iguais ou
semelhantes as obtidas. As sequéncias de aminoacidos correspondentes as sequéncias
nucleotidicas obtidas foram também alinhadas com as de varias ESBLs do mesmo tipo
(CTX-M, TEM, SHV ou OXA) usando a ferramenta ClustalW2 Multiple Sequences
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Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), de modo a ser possivel a
identificacdo da variante de ESBL, de acordo com os locais de mutacdo de cada ESBL

publicados no site http://www.lahey.org/studies/webt.htm.

4. Avaliacdo da susceptibilidade a antibioticos

A avaliacdo da susceptibilidade a antibi6ticos ndo beta-lactamicos foi feita em todos os
isolados identificados como produtores de ESBLS, seguindo as normas CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2010).

Para tal, preparou-se uma suspensdo bacteriana em tubos estéreis contendo soro
fisioldgico e aferiu-se a densidade dptica para 0,5 MacFarland. A suspensdo bacteriana
obtida foi inoculada em meio de cultura Mueller-Hinton onde, de seguida, se colocaram
discos estéreis impregnados com concentracdes rigorosas de antibidticos, definidas
pelas normas CLSI (CLSI, 2010).

Os antibioticos testados foram o acido nalidixico (30 pg), amicacina (30 pg),
apramicina (15 pg), canamicina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 pg),
espectinomicina (25 pg), gentamicina (10 pg), neomicina (10 pg), netilmicina (30 pg),
tobramicina (10 pg), sulfonamidas (300 pg), tetraciclinas (30 pg), tigeciclina (15 pg) e
trimetoprim (5 pg),

As placas foram incubadas a 37°C durante um periodo de 24 horas. Findo esse periodo,
0s halos de inibicdo foram medidos com uma craveira e os isolados classificados como

susceptiveis (S), com resisténcia intermedia (1) ou resistentes (R).

Todos os isolados que apresentaram uma susceptibilidade intermédia foram

considerados como resistentes.
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Tabela 2. Condigdes de PCR usadas neste trabalho.

Primer Sequéncia (5°-3°) Gene Condicdes de amplificacéo Tamanho (bp) Referéncia
TEM-F ATG AGT ATT CAACAT TTC CG TEM 1 ciclo a 94°C (10 minuto); 35 ciclos a 94°C (1 minuto), 35 ciclos a 58°C (1 868 Rasheed et al., 1997
TEM-R CTG ACAGTT ACC AAT GCT TA minuto), 35 ciclos a 72°C (1 minuto),; 1 ciclo a 72°C(1 minutos)

SHV-F GGG TTATTC TTATTT GTC GC SHV 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (40 segundos), 35 ciclos a 56°C 930 Rasheed et al., 1997
SHV-R TTAGCGTTG CCAGTGCTC (40 segundos), 35 ciclos a 72°C (40 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

OXA-Grouplll-F TTITTCTGTTGTTTGGGTTTT OXA 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 51°C 427 Bert et al., 2002
OXA-Grouplll-R TTTCTT GGCTTT TATGCT TG (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

CTX-M-F’ TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA CTX-M 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 51°C 544 Edelstein et al., 2003
CTX-M-R’ CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT A (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

CTX-M1-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGAGC CTX-M Grupo I* 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 55°C 499 Pitout et al., 2004
CTX-M1-F2 AGC CGC CGACGC TAATACA (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

Tohol-2F GCG ACCTGG TTA ACT ACAATCC CTX-M Grupo II* 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 55°C 351 Pitout et al., 2004
Tohol-1R CGG TAG TAT TGC CCT TAAGCC (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

CTX-M-8/25-F CGC TTT GCC ATG TGC AGC ACC CTX-M Grupo III* 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 55°C 307 Pitout et al., 2004
CTX-M-8/25-R GCT CAG TAC GAT CGA GCC (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

CTXM914-F GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG CTX-M Grupo IV* 1 ciclo a 94°C (10 minutos), 35 ciclos a 94°C (35 segundos), 35 ciclos a 62°C 474 Pitout et al., 2004
CTX-M914-R GTA AGC TGA CGC AACGTCTG (35 segundos), 35 ciclos a 72°C (35 segundos) e 1 ciclo a 72°C (10 minutos)

CTX-M-10deg-F ATG GTT AAAAAATCACTGCGY C CTX-M Grupo I* 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 mina 94°C, 1 mina 51°C e 1 mina 889 Machado et al., 2006

CTX-M-15rv

TCC GTT TCC GCT ATT ACA AAC

(sequenciacéo)

72°C; 1 ciclo de 10 mina 72°C

* Grupo | inclui CTX-M-1, -3, -10 a -12, -15 (UOE-1), -22, -23, -28, -29, -30 e outras mais recentes; Grupo Il inclui CTX-M-2, -4 ao -7, -20, Toho-
1 e outras mais recentes; Grupo Il inclui CTX-M-8 e outras mais recentes; Grupo 1V inclui CTX-M-9, -13, -14, -16 ao -19, -21, -27, Toho-2 e

outras mais recentes.
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V. Resultados e Discussao

Ocorréncia de ESBLs em suiniculturas de producédo intensiva e extensiva

N&o se observaram Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS na suinicultura extensiva

analisada.

Dos isolados obtidos provenientes da suinicultura intensiva, 21% (31/146) dos isolados de

Enterobacteriaceae eram produtores de ESBLS.

Este resultado é um reflexo da utilizagdo prévia de antibiéticos como promotores de
crescimento que, desde 2006 é proibida na Europa (The Lancet Infectious Diseases
Commission, 2013). O sobrelotamento das suiniculturas intensivas e outros factores descritos

na seccao 1.5 favorecem a disseminagdo de ESBLs nas suiniculturas intensivas.

Diversidade das ESBLs detectadas

Dos isolados de Enterobacteriaceae produtores de ESBLS, nenhum isolado possuiu 0s genes
blaoxa € blasyy. No entanto, todos os isolados demonstraram ter genes blacrx.m do grupo 1,
0s quais por sequenciacdo foram caracterizadas como codificando para CTX-M-32 (Tabela
3). Alguns destes isolados com genes blacrx-m-32 possuiam ainda genes blatem, embora sejam

necessarios estudos futuros para averiguar se codificam ou ndo para variantes do tipo ESBL.

Verificou-se que na suinicultura estudada no &mbito do presente trabalho, houve uma
predominancia de enzimas CTX-M-32. Outros estudos realizados em suiniculturas e outros
locais de producdo animal na Europa, indicaram que de facto, esta enzima é das mais
prevalentes (EFSA, 2011). Rodrigues et al. (2013) também observou um aumento na
ocorréncia de enzimas CTX-M-32, mas também TEM-52 e CTX-M-1, em diferentes

suiniculturas de producéo intensiva Portuguesas.

Estudos prévios efectuados por Rodrigues e colaboradores (2013) em suiniculturas intensivas
em Portugal, constataram que 0 uso de antibidticos em veterinaria tem sido frequente.
Verificaram igualmente que, ha uma prevaléncia dos mesmos tipos de enzimas encontrados

no presente estudo. Ha suspeitas que esta disseminacdo se possa dever a mobilizacdo de
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plasmideos epidémicos (IncN/ST1, por exemplo) e/ou clones particulares (ST10 CC, por
exemplo) que tém vindo a emergir na comunidade e animais de consumo humano na Europa,
realcando a possibilidade de que se disseminam através da cadeia alimentar. A elevada
promiscuidade dos diferentes elementos genéticos moveis pode contribuir para que se
verifique uma maior diversidade e amplificacdo de plasmideos que codificam para ESBLS
(Rodrigues et al., 2013).

E prudente monitorizar e adoptar medidas preventivas que minimizem a disseminacio de
bactérias produtoras de ESBLs e/ou genes blagsg. de animais de consumo humano para
humanos.

44



Tabela 3.

Caracterizacdo dos isolados produtores de ESBLs identificados neste trabalho.

Isolado Amostra (origem) (genes bla de?::g:i%cstz;gﬁsse:quenciados)a Perfil de resisténcia a antibiéticos ndo beta-lactamicos®
S521 Zaragatoa rectal (animal da sala de cobri¢ao) CTX-M-32 Spc, Nal, Sul,Tet, Clo
S 525 Fossa da sala de cobri¢éo TEM, CTX-M-32 Str, Spc, Neo
S 526 Fossa da sala de cobri¢éo TEM, CTX-M-32 Gen, Tob, Str, Spc, Nal, Sul, Tmp, Tet, Neo, Kan
S 527 Fossa da sala de cobricéo CTX-M-32 Gen, Tob, Str, Spc, Nal,Sul, Tmp, Tet, Neo, Net, Kan
S 528 Fossa da sala de cobric¢éo TEM, CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Tmp, Tet, Apr
S 532 Fezes-Sala de cobri¢do CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Tmp, Tet, Apr
S 545 Fezes-sala de gestacdo CTX-M-32 Str, Spc, Nal,Sul, Tmp
S 561 Fezes-sala de machos CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Sul, Tet, Clo
S 562 Fezes-sala de machos CTX-M-32 Gen, Str, Spc, Cip,Nal,Sul, Tmp, Tet, Neo, Kan
S 563 Fezes-sala de machos CTX-M-32 Str, Spc, Sul, Tmp, Clo
S 565 Fezes-sala de machos CTX-M-32 Str, Spc. Nal, Sul, Tmp, Neo
S570 Zaragatoa do ninho de leitBes-salas lavadas e desinfectadas CTX-M-32 Str
S 577 Zaragatoa da ventilagdo-salas lavadas e desinfectadas CTX-M-32 Str, Spc,Nal,Tmp, Tet
S585 Fezes da porca mae-Maternidade TEM, CTX-M-32 Str, Spc, Cip, Nal, Sul, Tmp
S 593 Comedouro-agua residual sem comida-Maternidade CTX-M-32 Gen, Tob, Str, Spc, Nal, Sul,Tmp, Tet, Neo, Kan
S 601 Zaragatoa de leitdo com 14 dias-Maternidade CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Tmp
S 602 Zaragatoa de leitdo com 14 dias-Maternidade CTX-M-32 Str, Cip, Nal, Sul Tet, Neo
S 607 Zaragatoa da parede da sala-Maternidade CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Sul, Tmp
S 612 Zaragatoa do pavimento dos leitdes-Maternidade CTX-M-32 Str, Spc, Cip, Nal, Sul,Tmp,Tet,Clo,Neo Kan, Apr
S 614 Zaragatoa do pavimento dos leitdes-Maternidade TEM, CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Sul, Tmp, Tet, Clo
S 619 Zaragatoa do pavimento dos leitbes- Maternidade velha CTX-M-32 Str, Spc, Cip, Nal, Tmp
S 626 Fezes porca mée-maternidade velha CTX-M-32 Spc
S 627 Fezes porca made-maternidade velha CTX-M-32 Str, Spc, Nal,Sul,Tet, Clo
S 631 Zaragatoa das ripas da fossa interna-Maternidade velha CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Sul, Tmp,Tet,Clo
S 633 Zaragatoa das ripas da fossa interna-Maternidade velha CTX-M-32 Str, Spc, Nal, Tmp,Clo
S 642 Fezes-Sala de engorda (porcos para abate com cerca de 6 CTX-M-32 Str, Spc, Nal,Sul,Tmp
S 668 Segunda lagunagem CTX-M-32 Str, Spc,Nal,Sul,Tmp
S 670 Segunda lagunagem CTX-M-32 Spc, Nal,Tet
S 671 Segunda lagunagem CTX-M-32 Spc, Nal,Sul, Tmp
S 682 Esterco seco TEM, CTX-M-32 Str, Spc

20s genes identificados por sequenciacdo como codificando para beta-lactamases do tipo ESBL sdo indicados a sublinhado e negrito; "Gen-

Gentamicina; Tob.Tobramicina;Str-Estreptomicina; Spc-Espectinomicina;Cip-Ciprofloxacina;Nal-Acido Nalidixico; Sul-Sulfonamidas; Amp-

Trimetoprim;Tet-Tetraciclinas;Clo-Cloranfenicol;Neo-Neomicina;Net-Netilmicina;Kan-Canamicina; Apr-Apramicina.
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Resisténcia a antibidticos ndo beta-lactamicos entre os isolados de Enterobacteriaceae
produtores de ESBLs

Verificou-se que os isolados de Enterobacteriaceae produtores de enzimas CTX-M-32,
apresentaram um predominio de perfis de resisténcia para as tetraciclinas (55%) e
sulfonamidas (65%). A elevada taxa de resisténcia para as sulfonamidas deve-se sobretudo ao
facto de serem antibidticos frequentemente usados na producdo mundial de animais de
consumo humano, devido ao prego mais acessivel relativamente a outros antibiéticos (Wang
et al., 2014). O perfil de resisténcia que se verifica para estes antibidticos pode dever-se a
genes sull, sul2 e sul3 que codificam dihidropteroato sintetase com fraca afinidade para as
sulfonamidas (Wang et al., 2014). Este tipo de genes estdo habitualmente localizados em
transposdes que codificam para resisténcia a multiplos antibioticos, a qual acaba por ser co-

seleccionada pelo uso das sulfonamidas (Wang et al., 2014).

Relativamente a classe dos aminoglicosideos, especificamente para a canamicina, verificou-se
que 16% dos isolados apresentaram um perfil de resisténcia. Quanto a gentamicina, verificou-
se que apenas 13% dos isolados apresentaram um perfil de resisténcia. O perfil de resisténcia
para a gentamicina, que embora neste estudo ndo abranja tantos isolados, supfe-se que esta
mais frequentemente presente em isolados de E. coli com os genes aacC2 [aac(3)-11], aacC4
[aac(3)-1V], aacC3 [aac(3)-111], e aadB [ant(2 ”)- 1] (Szmolka et al., 2012; Choi et al., 2011).
Constatou-se que para a tobramicina, verificou-se que 13% dos isolados apresentaram um
perfil de resisténcia. Obteve-se um perfil de resisténcia para a apramicina de 13%.

Observaram-se ainda resisténcias a neomicina (35%) e estreptomicina (87%).

O antibidtico netilmicina foi o antibidtico pertencente a classe dos aminoglicosideos para o
qual se verificou a menor taxa de resisténcia (3%). A amicacina foi o Unico antibiotico

aminoglicosideo onde nao se observaram perfis de resisténcia.
Obteve-se para a espectinomicina (aminociclitol), um perfil de resisténcia de 65%.

Neste estudo, verificou-se que para a ciprofloxacina (fluoroguinolona), 16% dos isolados
apresentaram um perfil de resisténcia. A taxa de resisténcia para o acido nalidixico foi de

80%. As fluoroquinolonas sdo usadas para tratar infecces em animais de consumo humano
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devido ao seu largo espectro de accdo. Enrofloxacina é uma fluoroquinolona de terceira

geracdo que é usada para tratar infeccGes em animais de consumo (Araneda, et al., 2013).

Convém realcar que de um modo geral, a resisténcia as quinolonas ndo é muito frequente em
locais de producdo animal, embora se verifiquem perfis de resisténcia em alguns isolados de

E. coli provenientes de locais de producéo de animais (Kojima et al., 2009).

Relativamente ao cloranfenicol, verificou-se que cerca de 23% dos isolados apresentaram um
perfil de resisténcia. Estes resultados estdo em conformidade com os resultados obtidos em
diversos estudos Europeus, devendo-se sobretudo a abolicdo do uso deste antibidtico em
animais de consumo humano desde 1994 (Glenn et al., 2012; Szmolka et al., 2012). O
florfenicol é um derivado do cloranfenicol usado para tratar infeccGes respiratorias em
bovinos e suinos. No entanto, tem-se verificado a existéncia de isolados de E. coli com perfis
de resisténcia ao cloranfenicol, mediados pelos genes catAl, floR e cmlAl responsaveis pela
inactivacdo enzimatica e extrusdo do cloranfenicol. O gene catAl é particularmente
problematico devido ao facto de estar frequentemente integrado num cluster de genes que
garante a expressao desta resisténcia mesmo quando ndo se verifica uma exposicdo directa ao

cloranfenicol mas sim, por exemplo, ao florfenicol (Glenn et al., 2012; Szmolka et al., 2012).

Os resultados obtidos indicaram a presenca de um padrdo de multiresisténcia devido a
associacdo de perfis de resisténcia a varias classes de antibidticos, nomeadamente

aminoglicosideos-aminociclitois, beta-lactamicos, sulfonamidas, quinolonas e tetraciclinas.
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V. Conclusao

Os isolados provenientes da suinicultura extensiva estudada nao produziram ESBLS

Tendo em conta os resultados obtidos, verificou-se que 31 isolados provenientes da

suinicultura intensiva comprovaram ser produtores de ESBLSs do tipo CT X-M-32.

Dados epidemiol6gicos de outras suiniculturas e locais de producdo de animais de consumo
humano estdo em concordancia com os resultados deste estudo, visto que CTX-M-32 é das

ESBLs to tipo CTX-M mais prevalente em animais de consumo humano.

Tendo em conta que ndo ha sobrelotamento nas suiniculturas extensivas e hd um uso mais
prudente de antibidticos, ndo se observa tanta incidéncia de ESBLs. Os resultados obtidos
neste estudo estdo concordantes relativamente ao que se observa noutras suiniculturas

extensivas mundiais.

Os isolados produtores de ESBLS apresentaram um perfil de multiresisténcia, sendo

adicionalmente resistentes a aminoglicosideos, sulfonamidas, quinolonas e tetraciclinas.

Estes resultados deve-se-d0 ao maior consumo de antibi6ticos nas suiniculturas intensivas e
maior proximidade entre 0s suinos, visto estarem todos limitados a infraestruturas comuns de

dimensdes mais reduzidas.

Os suinos, bem como outros animais de consumo humano, constituem assim um reservatorio
de Enterobacteriaceae e outras bactérias que albergam genes que conferem resisténcias aos
antibidticos. Actualmente, as Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS tém vindo a emergir e
a disseminar nas suiniculturas intensivas e/ou outros regimes intensivos de producdo de
animais de consumo humano devido ao uso recorrente de antibiGticos para tratar animais
doentes, prevenir doencas e promover um acréscimo na taxa de crescimento. E de extrema
importancia tomar medidas para reduzir o uso de antibioticos, de entre as quais se destaca a
suplementacdo das ra¢Ges com probidticos, prebidticos, extractos de plantas que promovam
um crescimento mais saudavel, fortalecimento do sistema imunitario e reducgdo da incidéncia

de infec¢bes oportunistas, entre outros.
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E importante promover um uso racional e maior controlo de antibi6ticos usados na medicina
animal, de forma a evitar o agravamento da disseminacdo de bactérias produtoras de ESBLS e
a consequente perda de eficacia clinica de diversos antibidticos, quer em uso humano, quer

em uso animal.
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