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Resumo

Enterococcus sp fazem parte da flora bacteriana gastrointestinal normal do Homem e
dos animais, podendo ocasionalmente provocar infeccdes, sobretudo em a individuos com
imunossupressdao ou outros factores de predisposicdo como a utilizacdo de catéteres ou
cirurgia, pelo que o aparecimento de resisténcias neste género poderdo dificultar o seu
tratamento. Os isolados provenientes de animais de exploragdes ou de carcagas de animais
para consumo humano e do préprio ambiente das exploragbes registam uma elevada
incidéncia de bactérias resistentes a antibidticos. Esta situa¢do constitui uma preocupacao
crescente uma vez que a utilizacdo de antibidticos na produgdo animal pode seleccionar
bactérias (comensais ou patogénicas) resistentes a estes agentes antimicrobianos. Na Uniéo
Europeia, os antibidticos foram abolidos como promotores de crescimento, o que faria prever
uma diminuicdo da ocorréncia de resisténcia aos antibidticos. No entanto, continuamos a
assistir a uma elevada percentagem de Enterococcus sp resistentes a varias classes destas
moléculas nomeadamente aos aminoglicosideos, tetraciclinas, macrélidos, lincosamidas e

estreptograminas do grupo B (MLSg).

Neste estudo procedeu-se a caracterizacdo, por PCR, de genes de resisténcia aos
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrélidos, lincosamidas e MLSg em isolados de
Enterococcus sp oriundos de 6 suiniculturas Portuguesas. Os isolados foram obtidos entre
Abril de 2006 e Dezembro de 2007 de 84 amostras dos animais e ambiente das suiniculturas
(material biolégico de suinos, alimentos/medicamentos, residuos com contaminacao fecal,
amostras das instalacdes das suiniculturas, entre outras). Registou-se, uma elevada incidéncia
e diversificacdo destes genes, nomeadamente tetM (63%), tetL (53%), tetS (4%), ermB (52%) e
aac(6)-la-aph(2’) (4%). Estes genes foram encontrados nas varias suiniculturas estudadas,
em diferentes amostras, espécies de Enterococcus e, com excep¢do de aac6-aph2, em isolados
fenotipicamente resistentes e susceptiveis as tetraciclinas e ao grupo MLSg. Estes resultados
constituem uma preocupacdo para a saude publica, pois estes e/ou as bactérias que 0s
possuem podem passar para 0 homem através do contacto directo com os animais, da cadeia

alimentar ou de outros veiculos como o ar.
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1. Introducéo

1.1. Enterococcus sp: caracteristicas gerais e importancia clinica

Enterococcus sp sdo cocos de Gram positivo, que podem apresentar-se como células
individuais, aos pares ou em cadeias curtas. S&o anaerdbios facultativos, com capacidade de
crescerem entre 10 e 45°C. Crescem em meios contendo 6,5% de NacCl, hidrolisam a esculina
em presenca de 40% de sais biliares e sdo positivos para as enzimas Pirrolidonil Arilamidase
(PYR) e Leucina Aminopeptidase (LAP). Possuem um habitat natural muito diversificado
uma vez que tém grande resisténcia a agentes fisicos e quimicos. Sobrevivem e crescem em
ambientes como o solo, &gua, alimentos e no intestino de mamiferos, aves e insectos.
(Ferreira, W et al. 2000; Sousa, J. 2005)

Dentro do género Enterococcus ja foram descritas mais de 20 espécies, nomeadamente E.
faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. durans, E. hirae, E. avium, E. mundtii,
E. pseudoavium, E. cecorum, E. malodoratus, E. raffinosus, E. columbae, E. saccharolyticus,
E. dispar, E. sulfureus, E. asini, E. vilorum, E. haemoperoxidus, E. moraviensis, E. ratii, E.

porcinus (Ferreira, W et al. 2000).

Apesar da sua abundéncia no intestino do homem e animais, Enterococcus sp ndo sdo
frequentemente patogénicos, estando sobretudo associados a individuos com imunossupressao
ou outros factores de predisposicdo como a utilizacdo de catéteres ou cirurgia (Ferreira, W et
al. 2000). No entanto, nas Gltimas décadas, a dificuldade de tratar infeccBes enterococicas fez
destas bactérias um importante desafio nas unidades hospitalares de todo o mundo (Ferreira,
W et al. 2000).

Para além das suas resisténcias naturais, Enterococcus sp estdo frequentemente envolvidos
em eventos de disseminacdo horizontal, acumulando e partilhando genes de resisténcia aos
antibidticos, o que os torna bons indicadores de resisténcia bacteriana a estas moléculas
(Leelapron, A. et al. 2008). Na literatura sdo varios os estudos que detectaram resisténcia aos
antibioticos em isolados dispersos em varios nichos ecologicos (Chee-Sanford, J. et al. 2001;
Boerlin, P. et al 2001; Novais, C. et al 2005).
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1.2. O ambiente de producdo animal como reservatério de microrganismos resistentes

aos antibioticos

O desenvolvimento de resisténcias aos antibioticos esta associado a muta¢Bes espontaneas
e a transferéncia horizontal de elementos geneticos méveis e mobilizdveis que possuem
determinados genes. Estes eventos conferem variabilidade genética aos microrganismos,

vantajosa em ambientes com elevada pressdo selectiva (Chopra, I. et al. 2001).

O uso generalizado de antibiéticos no ambiente de producdo animal, como agentes
terapéuticos veterinarios, profilaticos ou promotores de crescimento tem, nos Gltimos 50 anos,
seleccionado isolados bacterianos com resisténcia multipla. Muitas destas moléculas sdo mal
absorvidas a nivel gastrointestinal, sendo excretadas praticamente inalteradas nas fezes. Este
fendmeno conduz a sua acumulagdo no meio ambiente e a contamina¢do do homem e outros
seres vivos (Chee-Sanford, J.C. et al. 2001; Casewell et al, 2002).

Tem sido proposto que 0s microrganismos resistentes aos antibidticos e/ou 0s seus
elementos genéticos (plasmideos, integrbes, transposdes) portadores de genes de resisténcia
podem passar para 0s humanos através da cadeia alimentar ou por contacto directo com 0s
animais, constituindo este problema um desafio a saide pablica. (Aarestrup, F.M. et al. 2001).
Esta preocupacdo esta ndo sé associada a bactérias zoonoOticas patogénicas mas também a
bactérias comensais como Enterococcus sp e Escherichia coli (Casewell, M. et al 2002).
Suinos, aves, bovinos, peixes e outros animais associados a producdo intensiva podem ser
reservatorio de varias familias e géneros bacterianos (Enterobacteriaceae, Staphylococcus
spp, Salmonella spp., Campylobacter spp., entre outros) e de uma diversidade de elementos
genéticos (genes varios, plasmideos, integrdes e transposdes) associados a resisténcia aos
antibioticos (Antunes, P. e al 2006; Wegener, H et al. 1999). Por exemplo, em estudos
realizados em Portugal com Salmonella verificou-se que os isolados de origem animal
possuiam uma maior incidéncia de resisténcia aos antibidticos do que isolados de origem
humana. Entre estas resisténcias encontram-se aquelas associadas aos antibidticos tetraciclina,
estreptomicina, ampicilina e sulfonamidas. Tal facto ndo é de surpreender, uma vez que estes
antibioticos tém sido muito utilizadas na producdo animal em Portugal e em outros paises
(Antunes, P. et al 2006; Antunes, P. et al 2004; Casewell, M. et al 2002). Outros estudos
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europeus, verificaram que o uso indiscriminado de avoparcina como promotor de crescimento
animal, até 1997, seleccionou fora do ambiente hospitalar a presenca de Enterococcus sp
resistentes aos glicopéptidos (ERG), especulando-se que muitos dos ERG associados a
infec¢Ges nosocomiais provinham do nicho animal (Wegener, H. 2003; Johnsen, P. et al.
2004; Novais, C. et al 2005; Donabelian, S. et al 2003). Alguns estudos relatam o
aparecimento dos mesmos elementos genéticos quer em isolados de animais quer em isolados
de humanos. Por exemplo, um clone de Salmonella Typhimurium possuindo um integrdo com
OXA-30 que confere resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos foi encontrado nestes dois
nichos ecoldgicos (Antunes, P. e al 2004). O mesmo clone de Enterococcus sp com
resisténcia a gentamicina foi observado em isolados de aves para consumo humano e em fezes
de humanos saudaveis (Novais, C. et al 2006). Muitos outros exemplos podem ser
encontrados na literatura (Donabedian, S. et al 2003; Johnsen, P. et al 2004; Aaerestrup, F. et
al 2000).

Vérios estudos também evidenciaram o impacto dos antibioticos no meio ambiente,
registando-se a presenca de varias moléculas (Ex: tetraciclinas, macrdlidos, glicopéptideos,
aminoglicosideos), em amostras de aguas subterraneas, solos, vegetacao que se encontram nas

imediacdes de ambientes de producdo animal (Chee-Sanford, J.C. et al. 2001).

O possivel impacto dos antibidticos e das bactérias resistentes na satde publica, ao longo
das ultimas duas décadas, impeliu a Unido Europeia a abolir progressivamente a utilizacéo de
antibidticos como promotores do crescimento animal, tendo este processo culminado em
Janeiro de 2006 (Regulamento EC n°1831/2003 do Parlamento Europeu).

No entanto, o aumento de infec¢Ges verificadas nos animais levou a um aumento da
guantidade de antibidticos usada como agentes veterinarios. De facto, paises como a
Dinamarca consumiram 121,1 toneladas de antibidticos na producdo animal em 2007,
nomeadamente tetraciclinas, aminoglicosideos, macrélidos, penicilinas, cefalosporinas de 22 e
de 32 geragdo (DANMAP, 2007). O ultimo documento do INFARMED (INFARMED, 2007)
também registou em Portugal um consumo de 166287,9 toneladas de antibidticos para uso
animal onde se destacam moléculas como a oxitetraciclina, doxiciclina e colistina. Este

elevado consumo em diferentes regides geograficas faz com que ainda possamos encontrar na
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producdo animal bactérias com resisténcia aos antibidticos e seus respectivos genes em

valores acima dos desejados.

A persisténcia de clones com resisténcia multipla, apos a aboli¢do de antibidticos como
promotores de crescimento animal, em exploragdes que possuiam programas de desinfec¢do
rigorosos também foi descrita em algumas regiGes. Na Noruega e na Dinamarca foram
estudadas aves de cinco quintas, cujas instalacfes onde se encontravam 0s animais tinham
sido previamente limpas e desinfectadas. A elevada ocorréncia de Enterococcus sp resistentes
a vancomicina ap6s a abolicdo da avoparcina como promotor do crescimento foi, no entanto,
detectada (Heuer. et al. 2002). A presenca de outras moléculas no ambiente de producao
animal como desinfectantes, metais e outros elementos ainda ndo estudados, podem ser
responsaveis pela manutencdo de elementos genéticos que transportam simultaneamente
genes de resisténcia a estes e aos antibiéticos. Um dos exemplos é a administragdo de
suplementos de cobre como promotores de crescimento. Em Enterococcus sp ja se observou
gue o mesmo plasmideo transporta simultaneamente o gene tcrB (resisténcia ao cobre), vanA
(resisténcia aos glicopéptidos) e ermB (resisténcia a macrélidos, lincosamidas e

estreptograminas do grupo B) (Hasman, H. et al 2002).

Em alguns paises, a abolicdo dos promotores de crescimento teve um impacto
significativo. Na Dinamarca foi estudado qual o resultado desta medida em Enterococcus sp
com isolados recolhidos de exploracdes de suinos e de frangos para quatro antibidticos
(avilamicina, eritromicina, vancomicina e virgiamicina). Este estudo demonstrou uma
diminuicdo da ocorréncia de resisténcia a estes antibidticos, que se deveu, essencialmente, a
auséncia da pressdo selectiva exercida pelo uso destas moléculas como promotores do

crescimento animal.

No entanto, ndo € ainda possivel prever se a ocorréncia da resisténcia aos antibidticos ira
desaparecer até um limite indetectavel devido a esta medida, uma vez que multiplos factores
podem estar a intervir na manutencdo da seleccdo de microrganismos resistentes aos
antibioticos (Aarestrup, F.M. et al. 2001).
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1.3. Aminoglicosideos, Tetraciclinas e Macroélidos, Lincosamidas e Estreptograminas do

grupo B
1.3.1. Mecanismos de ac¢ao
1.3.1.1. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antibidticos inibidores da sintese proteica, muito utilizados
para o tratamento de infec¢bes graves provocadas por bactérias de Gram positivo (EX:
Enterococcus sp) e de Gram negativo (Ex: Enterobacteriaceae, Pseudomonas), normalmente
em associacdo com antibiodticos anti-parietais. Apds atingirem o citoplasma bacteriano, por
transporte activo dependente de energia, ligam-se a subunidade 30S ribossomal, induzindo
uma alteracdo da sintese proteica e a criacdo de proteinas anomalas non sense associadas a
uma alteracdo da permeabilidade celular (Figura 1), o que justifica o seu mecanismo
bactericida (Hermann, T. 2007; Osswald, W. et al 2001).

= @
S

.

-0& Aminoglycosides 308
Initintion Initintion
Commplex Clomnlex

Figura 1: Mecanismo de accdo dos aminoglicosideos (figura adaptada de
pathmicro.med.sc.edu/pptbact2002/Antibioticsmayer.ppt)

Na terapéutica os aminoglicosideos usam-se, na forma salificada, quer em humanos
guer em animais por via endovenosa ou via intramuscular, uma vez que estes em meio
fisiologico comportam-se como policatides, sendo absorvidos em cerca de 1% e penetrando

na célula num grau muito diminuido (Sousa, J. 2005).

As moléculas de aminoglicosideos mais utilizadas na terapéutica de infecgdes
provocadas por microorganismos que lhes sdo sensiveis sdo a estreptomicina, neomicina,

paromomicina, canamicina e gentamicina (Osswald, W. et al 2001).
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1.3.1.2. Tetraciclinas

Em 1947, foram descobertas as tetraciclinas e desde entéo esta familia de antibioticos
¢ amplamente utilizada no tratamento de um grande leque de microorganismos de Gram
positivo e de Gram negativo. A sua capacidade de atingir concentragOes terapéuticas dentro
das células eucariotas faz com que pertengam ao reduzido nimero de antibidticos usados no
tratamento de microrganismos intracelulares (Ex: Listeria monocytogenes, Chlamydia spp,
Rickettsiae) (Sousa, J. 2005). As suas propriedades antimicrobianas, reduzida toxidade, baixo
custo e fécil aplicacdo fazem com que as tetraciclinas sejam largamente consumidas quer em
medicina humana quer em veterinaria (Chopra, I. et al. 2001). A principal via de
administracdo das tetraciclinas, quer no homem quer em animais, é a via oral, embora em
medicina veterindria seja muito utilizadas por via intramuscular (Chopra, I. et al. 2001;
Osswald, W. et al 2001).

As tetraciclinas inibem primariamente a sintese proteica bacteriana, actuando com
grande afinidade ao nivel da subunidade 30S ribossomal (Figura 2). Especificamente
impedem a ligacdo do aminoacil-tRNA com o ribossoma bacteriano evitando o crescimento
da cadeia peptidica. O facto de apenas inibirem 0 crescimento bacteriano faz deles
antibioticos bacteriostaticos (Chopra, 1. et al. 2001, Sousa, J. 2005; Auto, H. et al 1980).

Alguns exemplos deste grupo de antibidtico sdo a tetraciclina, oxitetraciclina,

clorotetraciclina, doxiclina e minociclina. (Osswald, W. et al 2001).

Tetracycline

/N

TET

®4}-®

Figura 2: Mecanismo de accdo das Tetraciclinas (figura adaptada de

pathmicro.med.sc.edu/pptbact2002/Antibioticsmayer.ppt)
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1.3.1.3. Macrolidos, Lincosaminas e Estreptograminas do grupo B

O grupo MLSg (Macrolidos, Lincosaminas e Estreptograminas do grupo B) necessita,
como o0s demais antibioticos, de atravessar a parede celular e a membrana citoplasmatica
bacteriana para exercer as suas propriedades antimicrobianas. Os diferentes antibidticos que
pertencem a este grupo possuem um mecanismo de accdo semelhante, inibindo a sintese
proteica das bactérias ao ligar-se reversivelmente a subunidade 50S do ribossoma (Figura 3).
Especificamente bloqueam o local P, impedindo a transpeptidase/translocacdo e provocando a
libertacdo prematura do péptido. Como este péptido é libertado incompleto perde facilmente a
sua funcéo celular, o que leva a morte celular da célula bacteriana devido a falta de proteinas
que Ihe sdo vitais (Sousa, J. 2005; Auto, H. et al 1980; Osswald, W. et al 2001).

Macrolidos

Figura 3: Mecanismo de accdo dos MLSg (figura  adaptada de

pathmicro.med.sc.edu/pptbact2002/Antibioticsmayer.ppt)

Embora este grupo de antibioticos tenha uma maior actividade face a bactérias de
Gram positivo (Ex: Streptococcus spp; Corynebacterium diphtheriae;  Listeria
monocytogenes), sdo usados no tratamento de de alguns infecgdes por bactérias de Gram
negativo como Campylobacter spp e Legionella pneumophila (Ex: eritromicina) ou
Bacteroides fragillis (Ex: clindamicina). Tal como as tetraciclinas, tm uma actividade
bacteriostatica e atingem boas concentra¢fes dentro das células eucaridtas, podendo ser

usados no tratamento de microrganismos intracelulares.
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Dentro das familias de MLSg, 0s macrolidos sdo os mais consumidos quer em

medicina humana quer em medicina veterinaria.

Este grupo de antibioticos, a nivel humano, é mal absorvido a nivel gastrico, por este
facto as preparagdes destes farmacos tém de possuir um revestimento gastroresistente, o que
permite a sua dissociagdo no intestino delgado e posterior absor¢do. Outra das formas
utilizadas para solucionar este inconveniente é a utilizacao por via oral de formas salificadas
(ex: estearatos, succinatos). Em Medicina veterinaria, estes antibidticos sdo maioritariamente
administrados por via intramuscular. Os macrdlidos mais utilizados sdo a eritromicina,
claritromicina, azitromicina. (Sousa, J. 2005; Auto, H. et al 1980; Osswald, W. et al 2001).
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1.3.2. Mecanismos de resisténcia

Sdo varios 0s mecanismos de resisténcia que as bactérias podem adquirir e/ou

desenvolver. De uma forma generalizada eles podem ser divididos em:

e Naturais

Este tipo de resisténcias € caracteristico em todas as estirpes da mesma espécie. Por
exemplo, a maioria das bactérias de Gram negativo sdo resistentes a moléculas de elevado
peso molecular (ex: vancomicina, daptomicina) uma vez que estas ndo conseguem atravessar

0s canais de porina localizados na membrana externa (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2001).

e Adquiridas

E um tipo de resisténcia bacteriana que aparece apenas em algumas estirpes de uma
dada espécie. Estirpes bacterianas que no seu estado selvagem eram susceptiveis a um dado
antibidtico e que devido a alteracdo do seu DNA e/ou a aquisicdo de determinados elementos

genéticos portadores de genes de resisténcia, deixam de ser susceptiveis aos antibioticos.

As resisténcias adquiridas devem-se a modificacfes genéticas por:

o Mutagdo

Caracteriza-se pela modificacdo nucleotidica de uma sequéncia genémica que leva a
alteracdes proteicas e, consequentemente a alteracdo do alvo do antibiotico ou de canais de

transporte.

o Aquisicao exdgena de DNA (transformacao, transducgdo, conjugacao)

Algumas bactérias adquirem elementos genéticos de outras bactérias vizinhas, que lhe

transmitem uma porcdo de DNA com genes que conferem resisténcia aos antibidticos.
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Os genes adquiridos podem proporcionar & bactéria: (i) Diminuicdo da concentragdo
intracelular do antibidtico (Exemplo: Tetraciclina- gene tetA e tetB); (ii) Destoxificacdo do
antibiotico (Exemplo: aminoglicosideos-enzimas acetiltranferases); (iii) Modificacdo do alvo

(Exemplo: Eritromicina- producédo de metilases) (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2001).

Os diferentes genes podem estar incluidos em elementos genéticos que lhes conferem

mobilidade. Entre eles encontram-se 0s:

o Transposoes

Sdo sequéncias de DNA de cadeia dupla, com capacidade de promover a sua propria
transposicao entre plasmideos ou de um plasmideo para o cromossoma e vice-versa. Alguns
tém ainda a capacidade de se transporem para outras células bacterianas, denominando-se
neste caso de transposdes conjugativos. S&o constituintes presentes no cromossoma

bacteriano, de plasmideos e de bacteriéfagos

o Integroes

Elementos genéticos mobilizaveis por plasmideos e transposdes, com capacidade de
adquirirem multiplas cassetes de genes de resisténcia a antibidticos e substancias biociodas

(sais de aménio quaternario).

o Plasmideos

Elementos genéticos circulares e com replicagdo autonoma do DNA cromossomal

bacteriano, que podem possuir pelo menos um genes que confere resisténcia aos antibioticos.

Existem dois grupos basicos de plasmideos:

e Conjugativos: Possuem um gene chamado tra, que lhes permite iniciar a

conjugacao, isto é, a sua transferéncia para outras bacterias.
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o NA&o-conjugativos: N&o tém a capacidade de iniciar a conjugacéo, logo, ndo existe
movimento independente para outra bactéria. No entanto podem ser transferidos
com plasmideos ou transposdes conjugativos durante o processo de conjugacéo
(Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2001).

De seguida passam-se a descrever alguns dos mecanismos de resisténcia associados

aos antibioticos incluidos no presente estudo.

1.3.2.1. Aminoglicosideos

As bactérias podem apresentar resisténcia aos aminoglicosideos através dos seguintes

mecanismos de resisténcia:

(i) Inactivacdo enzimatica: Capacidade de inibir a accdo das moléculas de
aminoglicosideos através de modificacGes quimicas da sua estrutura. As enzimas dividem-se
em 3 grandes grupos: fosfotransferases (APH), adeniltransferases (AAD), acetiltransferases
(AAC). Existem enzimas como aph(3’)-llla que apenas inactivam uma molécula dos
aminoglicosideos (grupos hidroxilo (-OH)) e outras que actuam em diferentes moléculas
desta familia como a aac(6’)-le-aph(2’’)-la que inactiva grupos -NH, e hidroxilo(-OH))
(Hermann, T. 2007; Sousa, J. 2005.)

(i) Impermeabilidade da membrana citoplasmética: O antibiético ndo tem
capacidade de atravessar os involucros bacterianos de forma a atingir o local de accédo, a

subunidade ribossomal 30S bacteriana (Hermann, T. 2007).

(iii) Alteracdo do local alvo: MutacGes no local de ligagdo do ribossoma impedindo

uma ligacéo eficaz do antibidtico (Hermann, T. 2007).
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1.3.2.2. Tetraciclinas

Conhecem-se trés mecanismos de resisténcia principais as Tetraciclinas:

(i) Bombas de efluxo: Séo sistemas proteicos de transporte activo que conferem
capacidade as bactérias para expulsarem o antibiotico para o exterior, ndo permitindo a sua
concentracdo no citoplasma, o que confere proteccdo ao ribossoma no interior da célula
bacteriana. Como exemplo de genes que codificam para bombas de efluxo em bactérias Gram

positivo pode referir-se o tetL.

O efluxo do antibidtico funciona devido a uma proteina de exportacdo da major
facilitator superfamily (MFS), ou seja, a proteina catalisa a troca de um protdo por um
complexo constituido pelo antibiotico ligado a um catido-metélico bivalente, que ndo permite
a concentracdo do antibidtico no citoplasma bacteriano (Chopra et al. 2001; Auto, H.et al
1980).

(i) Proteccao ribossomal por proteinas: Esta associada a producdo de uma proteina
plasmética que interfere com a ligagdo do antibidtico ao seu alvo, ou seja, as proteinas

conferem proteccdo ribossomal a accao das tetraciclinas (Ex: genes tetM e tetO).

A proteccdo ribossomal é efectuada por uma proteina solGvel, que possui homologia
com as GTPases que intervém na sintese proteica, essencialmente com os factores de
elongacdo EF-Tu e EF-G (Chopra et al. 2001; Auto, H.et al 1980).

(iii) Inactivacédo enzimatica das tetraciclinas: Este € um mecanismo pouco frequente
e tem sido representado apenas pelo gene tetX (Sousa, J. 2005, Chopra et al. 2001). Este gene
codifica para uma proteina citoplasmatica que modifica quimicamente as tetraciclinas na
presenca de oxigénio e NADPH, devido a homologia que a mesma possui com o0 NADPH
exigido pela célula bacteriana (Chopra et al. 2001; Auto, H.et al 1980).
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1.3.2.3. Macrolidos, Lincosamidas e Estreptograminas do grupo B (MLSg)

A resisténcia aos macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B pode ser
mediada por varios mecanismos (alteracdo do local alvo, inactivacdo enzimatica, bombas de

efluxo) e genes (erm, mef, vat, entre outros).

(i) Alteracdo do local alvo: Um dos mecanismos mais disseminados é a alteracdo do
local alvo, mediada pelos genes erm que podem pertencer a varios tipos (Ex: ermA, ermB,
ermC, ermF, etc...). Esta resisténcia deve-se a N.N’-dimetilacdo da adenina na posicdo 2058
no rRNA 23S mediada pela producdo de enzimas (metilases) diminuindo significativamente a
afinidade da ligagdo do antibidtico ligacdo. Os genes erm podem ter uma localizagdo
cromossémica ou plasmidica (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2005; Sousa, J. 2001).

As células bacterianas sdo simultaneamente resistentes a macroélidos, lincosamidas e
estreptograminas do grupo B, quando as metilases se exprimem constitutivamente, fenotipo
CMLSg.

Quando as metilases s6 sdo sintetizadas na presencga de um indutor (macrolidos de 14 e
15 atomos), 0s genes exprimem-se integrados num operdo indutivel, possuindo o fendtipo
MLSg indutivel (MLSg) (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2001).

(if) Inactivacdo Enzimatica: Trata-se de um mecanismo de resisténcia que possui
pouco significado clinico, que se traduz na modificacdo do antibiético pela actividade de
enzimas esterases | e Il codificadas por genes (EX: ereA, ereB), levando a quebra do anel

lactonico nos macrélidos de 14 atomos (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2005).

(i) Bombas de efluxo: Consiste num tipo de resisténcia que resulta do efluxo de
macrolidos de 14 e 15 atomos no anel lactonico, devido a producdo de proteinas pelos genes
(mef), na membrana citoplasmatica (Auto, H.et al 1980; Sousa, J. 2005).
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2. Objectivos

Apesar de na Ultima década os antibi6ticos terem sido progressivamente proibidos na
Unido Europeia como promotores do crescimento animal, varios estudos ainda detectam a
presenca de bactérias com resisténcia multipla em diversas partes do mundo (Chee-Sanford,
J.C. etal. 2001; Aarestrup, F.M. et al. 2001).

Neste sentido e, tendo em conta a escassez de dados Portugueses relativos a incidéncia
de bactérias resistentes aos antibidticos em alguns sectores da produ¢do animal do nosso pais,
tem vindo a ser desenvolvido nos Laboratorios de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade Fernando Pessoa e da Faculdade de Farmécia do Porto o estudo da
resisténcia a antibioticos em Enterococcus sp oriundos de suiniculturas portuguesas com

producdo intensiva e extensiva.

No seguimento deste trabalho e com o objectivo de caracterizar geneticamente
algumas das resisténcias encontradas, foi objectivo do presente estudo pesquisar em,
Enterococcus sp pertencentes a diferentes espécies, a presenca de genes que conferem
resisténcia a tetraciclinas, aminoglicosideos e ao grupo MLSg, antibi6ticos inibidores da
sintese proteica frequentemente administrados as animais de producdo em Portugal
(INFARMED, 2007).
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3. Material e Métodos:
3.1. Bactérias incluidas no estudo

Entre Abril de 2006 e Dezembro de 2007, foram obtidas 84 amostras oriundas de 5
suiniculturas com producdo intensiva (A, B, C, D, E) e de 1 com producdo extensiva (F) no
Norte, Centro e Sul de Portugal. As amostras foram divididas em cinco grupos de acordo com

a sua natureza:

(i) Suinos (n=21; fezes, zaragatoa de narinas, unha e de superficie dos animais);

(ii) Alimentagdo/medicamentos (n=22, racdo, dgua, medicamentos e antisépticos)

(iii) Residuos (n=21; lagonagem, aguas residuais, estrume e fossa séptica);

(iv) Amostras de instalacdes e equipamentos da suinicultura (n=19-ar, pisos/paredes de salas
desinfectadas e ndo desinfectadas, pé de salas com animais, solo, recipientes préprios para a

distribuicdo da comida);

(v) Rio colector de aguas residuais tratadas de suiniculturas (n=1).

Das 84 amostras, foram guardados, para posterior caracterizacdo 473 Enterococcus sp
incluidos no presente estudo para pesquisa de genes que conferem resisténcia a antibidticos
inibidores da sintese proteica. Estes isolados comecaram a ser previamente estudados nos
Laboratorios de Microbiologia da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto e da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Fernando Pessoa, tendo sido identificados
como E. faecium (n=171), E. faecalis (n=78), E. hirae (n=73), E. gallinarum (n=14), E.
casseliflavus (n=5) e Enterococcus sp (n=132). Todas as espécies apresentaram valores
superiores a 50% de diminuicdo de susceptibilidade a antibidticos como tetraciclina,
minociclina, eritromicina ou quinupristina-dalfopristina (Figl) (Novais et al., artigo em

preparagéo).
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3.2. Pesquisa de genes que conferem resisténcia a Aminoglicosideos, Tetraciclinas
e a Antibidticos do grupo MLSg

A pesquisa de genes que conferem resisténcia aos aminoglicosideos (aac(6’)-le-
aph(2”’)-1a, aph (2°)-Ib, aph (2°)-Ic, aph (2°)-1d, aph(3’)-111a), as tetraciclinas (tetM, tetL,
tetO, tetK, tetS) e ao grupo MLSg (ermA, ermB, ermC) foi realizada recorrendo a 4 PCR
multiplex usando condicGes previamente descritas (Sutcliffe et al. 1996, Aarestrup et al.,
2000; Vakulenko et al., 2003) (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Para todas as reaccGes foram usados
controlos positivos: E. faecalis estirpe Delaware para aac(6’)-aph(2’’); Enterococcus
faecium SF11770 para aph(2’’)-lb; Enterococcus gallinarum SF9117 para aph(2’’)-Ic;
Enterococcus casseliflavus SF11300 para aph(2’’)-1d; E. faecium RC714 para aph(3’)-llla;
H252.2 para tetM, tetL; SN8 para tetS; H446511.1 para ermB gentilmente cedidos pela
Doutora Teresa Coque do Hospital Ramén y Cajal de Madrid e pela Prof. Doutora Luisa
Peixe da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reac¢fes de PCR

Objectivo Primers Sequéncias Bli?belfii;ergcfliia
aac(6")-le-aph(2")-1aF | -5-CAT TAT ACA GAG CCT TGG GAA GAT G-3'
aac(6")-le-aph(2")-IR | 5-GTC TTA AAA AAC TGG CAA TAT CTC GTT-3'
aph(2'")-1bF|5.CTT GGA CGC TGA GAT ATA TGA GCA C-3'
aph(2'')-1bR|5.GTT TGT AGC AAT TCA GAA ACA CCC TT-3'
Amplificacdo dos genes aph(2 L ) !¢ F|5-CCA CAA TGA TAA TGA CTC AGT TCC C-3' Vakulenko et al., 2003
de resisténcia aos aph(2'')-1cR|5.CCACAGCTT CCG ATA GCA AGA G-3'
aminoglicosideos aph(2'")-1dF|5.GTG GTT TTT ACA GGA ATG CCA TC -3'
aph(2'")-1dR|5.ccc TCT TCA TAC CAA TCC ATA TAA CC -3'
aph(3'')-1llaF|5.GGC TAA AAT GAG AAT ATC ACC GG-3'
aph(3'')-111aR |5-CTT TAA AAA ATC ATA CAG CTC GCG-3'
tetM F 5 GTT AAA TGA TGT TCT TGG AG-3’
tetM R 5’ CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA-3’
tetl F 5’ CAT TTG GTC TTA TTG GAT CG-3’
tetl R 5’ ATT ACA CTT CCG ATT TCGG-3
Amplificagéo dos genes tetO F GAT GGC ATA CAG GCA CAG AC-3 Aarestrup et al (2000)
de resisténcia as tetO R 5° CAA TAT CAC CAG AGC AGG CT-3’
tetraciclinas
tetS F 5> TGG AAC GCC AGA GAG GTA TT-3’
tetS R 5 ACA TAG ACA AGC CGT TGA CC-3’
tetk F 5°- TTA GGT GAA GGG TTA GGT CC-3’
tetk R 5°- GCA AAC TCA TTC CAG AAG CA-3’
erm AF 5-TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA-3'
erm AR 5-TGA TTATAA TTA TTT GAT AGC TTC-3'
Amg’;igcs?s‘iaézgigsa%ines ermBF 5'- CAT TTA ACG ACG AAA CTG GC-3' Soltani et al., 2000;Sutcliffe et al,
macrélidos erm B R 5'- GGA ACA TCT GTG GTA TGG CG-3' 1996;Lim et al
erm CF 5- TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA-3'
erm C R 5-TAA CTG CTA AAT TTG TTA TAA TCG-3'
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3.2.1. Condicgoes de Amplificacdo

Tabela 2. Condigdes utilizadas para amplificacdo dos genes que conferem resisténcia a

aminoglicosideos.

Tamanho do -
R Reagentes- Reagentes- Condicoes do
eagentes Marca x 5 g produto .
concentracdo stock | concentracéo final e termociclador
amplificado
Aguaultrapura | e | e | e
Tampéo de PCR Promega 5X 1X
MgCl, Promega 25mM 2mM 959C-10min (1ciclo)
-10min (1ciclo).
aac(6")-le-aph(2")-laF Alphagene 100 pM 0,5 um 778pb
aac(6')-le-aph(2")-IR Alphagene 100 pM 0,5 um
aph(2")-1bF Alphagene 100 pM 0,5 um
867pb
aph(2")-IbR Alphagene 100 pM 0,5 um 904°C-60
-60s,
aph(2")-IcF Alphagene 100 pM 0,5 um 444pb 52°C- 60s,
72°C- 3min,
aph(2")-IcR Alphagene 100 uM 0,5 um (30 ciclos).
aph(2")-1dF Alphagene 100 pM 0,5 um 641pb
aph(2")-1dR Alphagene 100 pM 0,5 um
aph(3")-1llaF Alphagene 100 pM 0,5 um 523pb 72°C.3min (L ciclo)
-3min (1 ciclo).
aph(3")-111aR Alphagene 100 pM 0,5 um
dNTP FriLabo 10 mM 0,2mM
Taq Polimerase Promega 5 Ulul 125U
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Tabela 3. Condicdes utilizadas para amplificacdo dos genes que conferem resisténcia as

Tetraciclinas

Reagentes- Reagentes- Tamanho do Condicaes do
Objectivo Reagentes Marca concentracéo concentragéo produto ¢
. . termociclador
stock final amplificado
Aguaultrapura | e | e | s
Tampéo de PCR Promega 5X 1X
MgCl, Promega 25 mM 2mM
tetM F Alphagene 100 pM 0,5 um 620 bp

Caracterizacéo
dos genes de tetM R Alphagene 100 uM 0,5 pm

resisténcia as

Tetraciclinas tetL F Alphagene 100 uM 0,5 um 795 bp )
95°C-10min
Genes tetM, tetL, tetL R Alphagene 100 pM 0,5 um (Lciclo)
tetO .
tetO F Alphagene 100 pM 0,5 pm
437 bp
tetOR Alphagene 100 uM 0,5 um 94°C-30s,
) 52°C- 30s,
dNTP FriLabo 10 mM 0,2mM 72°C-130's
Taq Polimerase Promega 5 Ulul 1,25 U (25 ciclos).
Aguaultrapura | e | e | s
Tampdo de PCR Promega 5X 1X 72°C-10min
MgCl, Promega 25mM 2mM (L ciclo)
Caracterizagéo tetS F Alphagene 100 uM 0,5 um
dos genes de phag H o H 622 bp
resisténcia as tetS R Alphagene 100 pM 0,5 um
Tetraciclinas
Genes tetK, tetS tetkK F Alphagene 100 uM 0,5 um 689 bp
tetK R Alphagene 100 uM 0,5 um
dNTP FriLabo 10 mM 0,2mM
Taqg Polimerase Promega 5 Ulul 125U

Tabela 4. Condicg6es utilizadas para amplificacdo dos genes que conferem resisténcia aos

Macrolidos.
Reagentes- Reagentes- Tamanho do
~ 5 g produto . .
Reagentes Marca concentragdo concentracéo final amplificado Condigdes do termociclador
stock por reacdo de 50ul P
Aguaultrapura | e | e | s
Tampéo de PCR Promega 5X 1X
MgCl, Promega 25 mM 2mM 95°C-10min (Iciclo).
ermA F Alphagene 100 pMm 0,5 um
645 pb 94°C-30s, 53°C- 30s, 72°C- 30
ermA R Alphagene 100 pMm 0,5 um s,
25 ciclos).
ermB F Alphagene 100 uM 0,5 um 424 pb ( )
ermB R Alphagene 100 pM 0,5 pm
ermC F Alphagene 100 uM 0,5 um 72°C-10min
642 pb (1 ciclo).
ermC R Alphagene 100 pM 0,5 um
dNTP FriLabo 10 mM 0,2mM
Taq Polimerase Promega 5 Ulul 1,25 U
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3.2.2. Visualizacéo dos produtos de amplificagdo:

Os produtos de amplificacdo da reaccdo de PCR foram corridos por electroforese
horizontal num gel de agarose a 2% em Tris Acetato EDTA.(TAE1X) contendo 0,01% de
Sybr Safe (Invitrogen). Foram aplicados 10 a 15ul de cada amostra na corrida de electroforese
assim como 3 ul de um marcador de DNA (Hyper Lader IV- Bioline). As corridas de
electroforese decorreram a 110V durante 45 minutos. Os resultados foram visualizados num
transiluminador e adquiridos digitalmente com programa Quantati one version 4.6.1 Buidl
055. (BioRad).
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4. Resultados:

Nas suiniculturas estudadas foram observados trés genes que conferem resisténcia as
tetraciclinas (Fig.4; Fig.5; Fig.6): tetM e tetS associados ao mecanismo de proteccdo
ribossomal e tetL que codifica para uma bomba de efluxo. Todos estes genes foram
encontrados nas seis suiniculturas, sendo tetM e tetL os mais predominantes. A suinicultura C

foi aquela que possuia um maior numero de isolados com estes genes.

O Unico gene que confere resisténcia a macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do
grupo B encontrado foi ermB (Fig.4; Fig.5). Este também foi observado em todas as
suiniculturas embora a C, mais uma vez, apresentasse um maior numero de isolados com este

gene.

Os genes que codificam para a resisténcia aos aminoglicosideos foram apenas pesquisados
em isolados que apresentaram resisténcia a gentamicina. Foram encontrados em todas as

suiniculturas com excepgéo da F. (Fig.4; Fig.5).

O unico gene encontrado associado a resisténcia a gentamicina foi aac(6°)-le-aph(2”’) que
codifica para uma enzima bifuncional que confere resisténcia a todos os aminoglicosideos
com excepcdo da estreptomicina. Alguns dos isolados apresentaram este gene
simultaneamente com aph(3°)-1l1a, que confere resisténcia a canamicina (Fig.6).

Os genes tetO, tetK, ermA, ermC, aph(2”’)-lb, aph(2’’)-Ic e aph(2’’)-ld ndo foram

observados em nenhum isolado.
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Figura 4: Incidéncia dos diferentes genes nas suiniculturas em estudo.* Genes apenas

pesquisados em bactérias que eram resistentes a gentamicina. Os numeros dentro das barras

correspondem a percentagem dos isolados possuidores do gene indicado relativamente ao

ndmero de isolados totais.

Como se pode verificar na Figura 5, 0s genes de resisténcia estudados estdo

distribuidos por vérias espécies de Enterococcus. No entanto, aquela que parece ter maior

propensdo para acumular estes genes é E. faecium, destacando-se elevadas percentagens

associadas a presenca de tetM, tetL e ermB.

E. faecalis € a segunda espécie com maior capacidade de acumular genes de

resisténcia. Destaca-se, no entanto, pelo facto de ser aquele que mais adquire aac(6’)-le-

aph(2”’).
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Figura 5. Distribuicdo dos genes observados pelas diferentes espécies. Os nimeros dentro de
cada barra correspondem a percentagem de isolados de uma dada espécie com o gene

indicado face ao numero total de isolados.

Na Tabela 5 evidencia-se a distribuicdo dos genes tetM, tetL, tetS e ermB por isolados
com diferentes susceptibilidades as tetraciclinas e aos macrolidos. Embora o gene tetM tenha
sido encontrado fundamentalmente em bactérias resistentes as tetraciclinas (91%), também foi
observado em isolados com resisténcia intermédia (1%) ou sensiveis (8%) a estes antibioticos.
A mesma situacdo se verificou para o tetL e tetS. Estavam fundamentalmente associados a
Enterococcus sp resistentes as tetraciclinas (94% e 75% respectivamente) embora também
tenham sido detectados em isolados sensiveis (6% e 25%, respectivamente). De uma forma
geral, os isolados sensiveis e resistentes portadores de genes tet encontravam-se distribuidos

por todas as suiniculturas estudadas.
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A resisténcia aos macrolidos, associada ao gene ermB, verificou-se fundamentalmente
em bactérias resistentes (77%) a eritromicina, mas também em bactérias com resisténcia
intermédia (11%) e sensiveis (12%) a este antibidtico. Tal como os genes tet, ermB
encontrava-se disseminado pelas bactérias resistentes e sensiveis da maioria das suiniculturas

estudadas.

Tabela 5. Distribuicéo dos genes tetM, tetL, tetS e ermB por isolados com diferentes

susceptibilidades as Tetraciclinas e aos Macrélidos.

Susceptibilidade aos

Gene antibioticos % de isolados Suiniculturas
Tetraciclinas
tetM R 91% AB,CDEF
| 1% A
S 9% C.D,E
tetL R 94% AB,CDEF
I 0%
S 6% CDE
75% AB,CDEF
tetS Flz 0%
S 25% C
Macrlglldos 270 AB.C.D.F
ermB I 11% A,B,C,D,F
S 12% B,C,D,E

R- Resistentes, I-Com resisténcia intermédia; S- Susceptiveis

Foram observadas vérias combinacdes de genes que conferem resisténcia aos
antibidticos nos Enterococcus sp estudados (Tabela 6). A mais predominante foi ermB + tetM
+ tetL (18%) e a menos predominante foi ermB + tetM + aac(6’)-le-aph(2”’) + aph(3’)-1lla
(4%). As diversas combinag6es de genes foram observadas em todas as espécies, suiniculturas
e na maioria das amostras (animais, alimentos e medicamentos, residuos e amostras de

instalacdes e equipamentos) estudadas.
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Tabela 6. Combinacdes de genes predominantes nas suiniculturas estudadas.

Genadtipo

% de isolados Espécies

ermB + tetM + tetL

Tupo de amostras ( n°

tetM + tetL
ermB + tetL

erm B + tetM

erm B + tetM + aac(6’)-le-aph(2”)-la
+ aph(3)-1lla

ermB + tetM + tetlL + aac(6’)-le-
aph(2”)-la + aph(3’)-1lla

4% (17/473)

; suiniculturas)
. _ i . Animais (n=14; C, D, E, F); Residuos (n=14;
18% (85/473) E. f(e:]e_cllLé;r_\ E(n;ifgl (Er;_fi(;():.alls A,B,C,D,E.F); Instalagcbes e equipamento
° B T e (n=10; B,C,D,E); Alimentos/Medicamentos
Enterococcus spp (n=14) (n=9: B,C.F)
] _ . ] . Animais (n=8;C,E); Residuos
E. faecium (_n-2€_3), E. faecalis (n=3); (n=11;A,B,C,E); Instalagdes e equipamento
11% (54/473) E. hirae (n=12); Enterococcus spp
(Nn=13)

(n=14;B,C,D,E,F); Alimentos/Medicamentos
(n=2: B,D)
7% (32/473) E. faecium (n=10); E. hirae (n=9);

Animais (n=13;C,E,F); Residuos
Enterococcus spp (n=13)

(n=11;A,B,C,D,E,F); Instalacbes e
equipamento (n=10;B,C,D,E);
Alimentos/Medicamentos (n=12: B,C,F)

E. faecium (n=17); E. faecalis (n=2); Animais (n=5;D,E); Residuos (n=5;A,B,C,E);
6% (28/473) E. hirae (n=3); Enterococcus spp
(n=5)

Instalagdes e equipamento (n=7;B,D,E);
Alimentos/Medicamentos (n=3; D,E,F)
4% (20/473) E. faecium (n=3); E. faecalis (n=11);

Animais (n=4;C,E,F); Residuos
Enterococcus spp (n=6)

(n=9;A,B,C,E); Instalacdes e equipamento
(n=3;B,C,E); Alimentos/Medicamentos (n=3;
C,E)

E. faecium (n=3); E. faecalis (n=11);

Residuos (n=6;B,C,F);
Enterococcus spp (n=3) Alimentos/Medicamentos (n=6;B,C,F)
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A B C D

Figura 6. ReaccOes de PCR representativas da amplificacdo dos genes obtidos que codificam
para a resisténcia a macrdlidos (A), tetraciclinas (B e C) e aminoglicosideos (D). M-Marcador
de DNA (Hyper Lader IV- Bioline). As banda do marcador diferem entre si de 100 bp
oscilando entre 100bp e 1000bp.
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5. Discussao e Conclusao

O objectivo do presente estudo prendeu-se com a pesquisa, em Enterococcus sp
pertencentes a diferentes espécies, de genes que conferem resisténcia a tetraciclinas,
aminoglicosideos e ao grupo MLSg, antibioticos inibidores da sintese proteica frequentemente
administrados aos animais de produgdo em Portugal.

A semelhanca do que acontece em outros paises (Aarestrup, F et al, 2000; Chee-sanford, J
et al 2001; Agerso, Y et al 2006) observou-se uma elevada incidéncia e diversificacdo destes

genes, nomeadamente tetM, tetL, tetS, ermB, aac(6')-la-aph(2’).

Estes foram detectados em simultaneo num elevado nimero de Enterococcus sp sugerindo
que tetM, tetL, tetS, ermB ou aac(6’)-la-aph(2’) podem estar presentes nos mesmos
elementos genéticos ou serem co-transferidos em eventos de disseminacdo horizontal. Se
tivermos em consideracdo que 0s genes tetM e ermB sdo dos mais disseminados nas
suiniculturas estudadas e que se encontram frequentemente em elementos genéticos
conjugativos como Tn1545, Tn916, Tn5397 (tetM), Tn6003, Tn6002, ou Tn3872 (ermB), ndo
é dificil de compreender a sua elevada co-dispersdo (Agerso, Y. et al. 2006; Cochetti, I. et al.
2008).

A presenga de genes tet e/ou ermB foi observada em bactérias fenotipicamente
susceptiveis a tetraciclinas e/ou macrdélidos. A recombinacdo genética a que muitos elementos
genéticos que os albergam estdo sujeitos, pode levar a delecBes ou insercdes de porcdes de
DNA em genes fundamentais para a expressdo fenotipica da resisténcia. Também a presenca
de bacteérias resistentes a tetraciclinas e macrolidos em que ndo se encontraram 0S genes

estudados, sugere que outros genes para além dos pesquisados podem estar presentes.

A elevada incidéncia dos genes tet, erm e aac(6’)-la-aph(2’) € uma preocupacgdo para a
salde publica, pois estes e/ou as bactérias que os possuem podem passar para 0 homem
através do contacto directo com os animais, da cadeia alimentar ou de outros veiculos como o
ar (Gibbs, S. et al. 2006, Donabedian et al 2003, Johnsen, P. et al 2004). Adicionalmente,

quando os residuos de origem animal s&o usados como fertilizantes em agricultura, podem
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disseminar os genes encontrados fora das fronteiras das suiniculturas, contaminando solos,
aguas e vegetais. Exemplos podem ser encontrados na literatura (Chee-Sanford J.C et al.
2001; Sapkota, R. et al. 2007).

E ainda preocupante, o facto de algumas bactérias resistentes aos antibiGticos conseguirem
sobreviver em amostras de aguas tratadas com UV, em produtos antisépticos e em salas
desinfectadas. Estes dados sugerem que estudos que avaliem a resisténcia a biocidas presentes
no ambiente de producdo animal (Ex. desinfectantes, antisépticos, metais) deverdo ser
futuramente realizados, para melhor compreender quer a sobrevivéncia/persisténcia destes
microrganismos em locais mais hostis a sua multiplicacdo, quer a evolucdo da epidemiologia

da resisténcia aos antibioticos neste nicho ecolégico.
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