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Resisténcia a antibidticos, factores de viruléncia e grupos filogenéticos em
Escherichia coli produtora de p-lactamases de amplo espectro de frangos para

consumo

Resumo

O desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos tem sido reconhecido como
um grave problema de Sadde Pablica. A comunidade cientifica reconhece a necessidade
de realizar a avaliacdo da susceptibilidade aos antibidticos em “bactérias indicadoras”
(como Escherichia coli) de diversas origens, tendo em vista 0 combate 0 aumento da
resisténcia antimicrobiana. A microflora bacteriana intestinal dos animais de consumo,
assim como 0s seus produtos constituem ambientes favoraveis para a sobrevivéncia,
transferéncia e disseminacdo de bactérias resistentes.

O principal objectivo deste trabalho consistiu em estudar a taxa de resisténcia a
antibidticos em isolados de E. coli produtoras de PB-lactamases de amplo espectro
(BLAE) de carne de frango destinada a consumo humano, detectar factores de
viruléncia e analisar os grupos filogenéticos dos isolados de E. coli.

Um total de 29 amostras de frango (6 de asas, 6 de peito, 6 de coxas 5 de moelas
e 6 de pele) foram semeadas em Levine ndo suplementado com cefotaxima e Levine
com suplemento de cefotaxima (2ug/ml). Testou-se a susceptibilidade a 16 antibidticos
(ampicilina; amoxicilina + &cido clavulanico; cefotaxima; cefoxitina; ceftazidima;
aztreonam; imipenemo; gentamicina; amicacina; tobramicina; estreptomicina; &cido
nalidixico; ciprofloxacina; sulfametoxazol-trimetropim; tetraciclina e cloranfenicol)
pelo método da difusdo em disco de acordo com as normas do CLSI.

Obtiveram-se 29 isolados (100%) de E. coli das placas de Levine né&o
suplementado com cefotaxima e, 27 isolados (93,1%) de E. coli das placas de Levine
suplementadas. Dos 27 isolados obtidos de placas de Levine suplementado com
cefotaxima (2ug/ml), verificou-se que 23 dos isolados (85,2%) eram produtores de f-
lactamases de amplo espectro (BLAE) e que 4 dos isolados (14,8%) ndo foram
produtores deste tipo de enzimas (negativos para o teste de deteccdo fenotipica de
BLAES).

Os isolados de E. coli obtidos de meios ndo suplementados com cefotaxima

apresentaram uma elevada percentagem de resisténcia a tetraciclina (72,4%), a
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ampicilina, ao acido nalidixico (65,5%), ao cloranfenicol, a ciprofloxacina (34,5%), ao
sulfametoxazol-trimetropim (27,6%) e a estreptomicina (27,6%).

Dos 23 isolados BLAE, 13 manifestaram a presenca do gene blargm-sz, 4 a
presenca do gene blactx-m-14a, Quatro a presenca do gene blactx-m-9 € 2 a presenca do
gene blactx-m-1. O gene tetA ou tetB foi encontrado nos 17 isolados resistentes a
tetraciclina. Dos 13 isolados resistentes ao sulfametoxazol-trimetropim, 12
manifestaram a presenca do gene sul2, 4 a presenca do gene sull (os quatro em
combinacdo com o gene sul2) e 1 a presenca do gene sul3. O gene aadA foi encontrado
em oito dos 11 isolados resistentes a estreptomicina. O gene aac(3)-11 foi encontrado
nos 4 isolados resistentes a gentamicina. No isolado resistente ao cloranfenicol foi
detectado o gene cmlA. Os genes gyrA e parC foram amplificados e posteriormente
sequenciados nos isolados resistentes as quinolonas. Nos 20 isolados resistentes ao
acido nalidixico foram identificadas duas alteracbes aminoacidicas no gene gyrA
(S83L+D87N). Os 10 isolados resistentes a ciprofloxacina possuiam o gene parC com
uma mutacdo no tripleto 80 que causa alteracdo aminoacidica (S801).

Nos 4 isolados obtidos de placas de Levine com suplemento de cefotaxima, que
evidenciaram resultado negativo para o teste de deteccdo fenotipica de BLAES, foram
detectadas mutagOes pontuais na regido promotora/atenuadora do gene ampC nas
posicdes -42; -18; -1; +58. O gene aadA foi encontrado nos 4 isolados resistentes a
estreptomicina. Os 4 isolados resistentes ao sulfametoxazol-trimetropim manifestaram o
gene sull. O gene tetA foi encontrado nos 2 isolados resistentes a tetraciclina. O gene
aac(3)-11 foi encontrado nos 2 isolados resistentes a gentamicina. Nos 2 isolados
resistentes ao acido nalidixico foram identificadas duas alteragbes aminoacidicas no
gene gyrA (S83L+D87N).

Dos 27 isolados provenientes de placas de Levine com suplemento de
cefotaxima, a pesquisa de factores de viruléncia evidenciou a presenca do gene aer em
74,1% dos isolados, o gene fimA em 40,7% e o gene papC em 7,4% dos isolados.
Detectou-se o0 gene intll em 8 isolados e 0 gene intl2 em 4 isolados. Dos 27 isolados
provenientes de placas de Levine com suplemento de cefotaxima, 5 pertenceram ao
grupo filogenético A, 11 ao grupo filogenético B1, 3 ao grupo filogenético B2 e 8 ao
grupo filogenético D.

Foi nosso intuito caracterizar, em todas as estirpes provenientes de placas de

Levine suplementadas com cefotaxima, 0os mecanismos envolvidos na resisténcia
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fenotipica aos antibiodticos, bem como descrever os possiveis elementos de aquisicao e
disseminacéo destes genes.

Por Gltimo, referir que os dados obtidos neste estudo sdo importantes para
estabelecer politicas de uso prudente de antibidticos em animais de consumo, bem como
em humanos. De salientar a importancia de continuar estudos de vigilancia da
resisténcia aos antibidticos, tendo em vista a evolugdo da resisténcia no tempo, em
diferentes nichos, assim como o estudo de factores que influenciam a sua seleccdo e

disseminacao.

Palavras-chave: Escherichia coli; Resisténcia; BLAE; Antibioticos; Carne de
frango.
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Antibiotic resistance, virulence factors and phylogenetic groups in extended-

Spectrum f-Lactamases Escherichia coli strains of chicken products

Summary

The development of antibiotic resistance has been recognized as a serious public
health problem. The scientific community recognizes the need for the evaluation of
susceptibility to antibiotics in “indicator bacteria” (such as Escherichia coli) from
various sources in order to combat increasing antimicrobial resistance. The gut micro
flora of animals for consumption, as well their products, are favorable environments for
survival, transfer and dissemination of resistant bacteria.

The main objective of this work was to study the rate of antibiotic resistance in
chicken meat extended-spectrum producing beta-lactamases (ESBLs) Escherichia coli
isolates, research virulence factors and analyze the phylogenetic groups.

A total of 29 samples of chicken products (6 thighs, 6 breasts, 6 wings, 5 gizzard
and 6 skin) were seeded in Levine not supplemented with cefotaxime and Levine
supplemented with cefotaxime (2ug/ml). Antimicrobial susceptibility was performed by
disk diffusion agar method as recommended by the CLSI recommendations. A total of
16 antimicrobial agents were tested: ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid, cefoxitin,
cefotaxime, ceftazidime, imipenem, aztreonam, gentamicin, tobramycin, amikacin,
streptomycin, tetracycline, sulfamethoxazole-trimethoprim, nalidixic acid, ciprofloxacin
and chloramphenicol.

Twenty nine Escherichia coli strains (100%) isolated from plates of Levine not
supplemented with cefotaxime and twenty seven E. coli strains (93,1%) isolated from
plates supplemented. In relation to the 27 strains of E. coli isolates from plates of
Levine supplemented with cefotaxime, 23 isolates (85,2%) were extended-spectrum
producing beta-lactamases (ESBLs) and 4 isolates (14,8%) were not extended-spectrum
producing beta-lactamases (showed a negative result in the test for detection phenotypic
of ESBLs).

The E. coli isolates obtained from Levine not supplemented with cefotaxime,
showed a high percentage of resistance to tetracycline (72,4%), ampicillin , nalidixic
acid (65,5%), chloramphenicol, ciprofloxacin (34,5%), sulfamethoxazole- trimethoprim
(27,6%) and streptomycin (27,6%).
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In relation to the 23 ESBLS isolates, 13 of them manifest the presence of the
blatem-s2 gene, 4 the presence of the blacrx-m-14a gene, four the presence of the blacrx-m-9
gene, and two the presence of the blacrx-m-1 gene. The tetA or tetB genes were found in
all 17 tetracycline resistant isolates and the aadA gene was found in eight of 11
streptomycin resistant isolates. In relation to the 13 sulfamethoxazole- trimethoprim
resistant isolates, 12 of them manifest the sul2 gene, 4 the sull gene (all in combination
with sul2 gene) and 1 the sul3 gene. The aac(3)-11 gene were founded in the 4
gentamicin resistant isolates. In the chloramphenicol resistant isolated, were detected
the cmlA gene. The gyrA and parC genes were amplified and sequenced in the
quinolone-resistant isolates. Two amino acid changes in gyrA gene (S83L + A87A)
were detected in the 20 nalidixic acid resistant isolates and one in parC gene (S80I)
were identified in the ciprofloxacin resistant isolate.

In the 4 isolates obtained from plates of Levine with supplement of cefotaxime,
that showed a negative result in the test for detection phenotypic of ESBLsS, were
detected mutations in the promoter/attenuator region of ampC gene in the -42; -18; -1;
+58 positions. In relation to the 4 isolates with hyperproduction of chromosomal AmpC
B-lactamase, the 4 sulfamethoxazole- trimethoprim resistant isolates manifest the sull
gene. The tetAgene was detected in the 2 tetracycline resistant isolates, the 2 gentamicin
resistant isolates manifest the aac(3)-11 gene. Two amino acid changes in gyrA gene
(S83L + A87A) were detected in the 2 nalidixic acid resistant isolates.

The research of virulence factors, class 1 and 2 integrons and phylogenetic group
was performed to the 27 isolates obtained from plates of Levine with cefotaxime
supplement. The research of virulence factors showed the presence of the aer gene in
74,1% of the isolates, the fimA gene in 40,7% the isolates and the papC gene in 7,4% of
the isolates. The class 1 integron were detected in 8 isolates and class 2 integron in 4
isolates. Four isolates belong to the A phylogenetic group, 11 to the B1 phylogenetic
group, 3 to the B2 phylogenetic group and eight to the D phylogenetic group.

Our aim was to characterize, in all strains from plates of Levine supplemented
with cefotaxime , the mechanisms involved in phenotypic resistance to antibiotics, as
well as describing the possible elements of the acquisition and dissemination of these
genes.

Finally, note that the data obtained in this study are important for establishing
policies for prudent use of antibiotics in animal consumption as well as in humans. To

emphasize the importance of continuing surveillance studies of antibiotic resistance, in
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view of the evolution of resistance over time, in different niches, such as the study of

factors who influencing the selection and dissemination.

Keywords: Escherichia coli; Resistance; ESBL; Antibiotics; Chicken products.
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Abstract Jumpto... -
ABSTRACT

Twenty-nine chicken products were acquired from different supermarkets in Portugal during September to December 2007 and were
analyzed for extended-spectrum B-lactamases (ESBL) Escherichia coli and vancomycin-resistant enterococci (VRE). Cefotaxime-resistant
E. coli isolates were recovered in 27 of 29 chicken samples representing 93% of the analyzed samples. The highest percentages of
resistance (more than 50% of the isolates) were detected for ampicillin, nalidixic acid and tetracycline. VRE isolates were detected in 17 of
29 samples of chicken origin (59%) and were identified as Enterococcus durans (n = 15) and E. faecium (n = 2) with the highest
percentages of resistance being detected for erythromycin, tetracycline, ampicillin and ciprofioxacin. Seven E. durans and the two E.
faecium isolates recovered from chicken wings, gizzard and skin show gelatinase activity.

The high rate of colonization of chicken products by these bacteria supports other studies suggesting that the food chain could be a source
of ESBL and VRE colonization in humans representing a public health problem.

PRACTICAL APPLICATIONS

The data indicate that chicken products may be contaminated with a high prevalence of extended-spectrum B-lactamases Escherichia coli
and vancomycin-resistant enterococci (VRE). It is important to mention that the isolates present a diversity of phenotypes of antimicrobial
resistance, and half of the VRE isolates show also gelatinase activity, indicating that these animals may be a reservoir of bacteria showing
virulence and increased resistance to antimicrobial agents, raising special concerns about their transmission to humans through the food
chain.
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CAPITULO 1-REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Introducéo

O desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos tem sido reconhecido como
um grave problema de Saude Publica. O uso de antimicrobianos no tratamento de
animais doentes ou como agentes profilaticos sujeitam as bactérias comensais, como
Escherichia coli, colonizadoras do tracto gastrintestinal da maioria dos animais e dos
humanos, a uma pressdo que favorece bactérias que possuam genes codificadores de
resisténcia a antibioticos e/ou genes codificadores de factores de viruléncia. Por este
motivo, as bactérias intestinais sdo consideradas como um indicador da resisténcia aos
antibidticos (Bonten et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Schroeder et al., 2004; Oguttu
et al., 2008; Hammerum and Heuer, 2009).

Sabe-se, que que 0s microrganismos resistentes aos antibidticos e/ou 0s
elementos genéticos onde se inserem 0s genes de resisténcia, podem contaminar o
homem através da cadeia alimentar (via alimentos) ou por contacto directo com 0s
animais. Este fendbmeno pode ocorrer ndo s6 com bactérias zoonoéticas patogénicas, mas
também com bactérias comensais, como E. coli. A transferéncia da resisténcia aos
antibidticos dos animais para humanos pode ocorrer directamente através da circulacédo
de estirpes resistentes ou, indirectamente, pela propagacdo horizontal dos genes
(Casewell et al., 2003; Schroeder et al., 2003; Woo et al., 2003; Angulo et al., 2004;
Oguttu et al., 2008).

O aumento da prevaléncia da resisténcia aos antibioticos ¢ motivo de
preocupacdo, sendo reconhecido como um problema grave a nivel mundial. A
organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Unido Europeia (UE) reconhecem a sua
importancia e, a necessidade de adequar politicas para controlar e combater o aumento
da resisténcia aos antibiéticos (EU, 1999; WHO, 2000; Bronzwaer et al., 2002).

Aves, bovinos, suinos, peixes e outros animais associados a producao intensiva
podem ser reservatorios 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, integrbes e transposdes)

associados a resisténcia aos antibiéticos (Antunes et al., 2006; Wegener, 2003).
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1.2. Escherichia coli

Escherichia coli foi isolada, pela primeira vez, em 1885 por Theodor Escherich,
um bacteriologista alemao, sendo considerada um habitante natural do tracto intestinal.
Theodor Eschrich atribuiu a esta bactéria 0 nome de Bacterium coli (bacterium = forma
de bastonete, coli = cblon, o seu habitat natural). Posteriormente, 0 nome do género foi
alterado para Escherichia em homenagem ao seu “descobridor” (Todar, 2002; Veloso,
2006).

O género Escherichia spp. compreende seis espécies: E. coli, E. blattae, E.
hermannii, E. vulneris, E. fergusonii e E. albertii. Destas seis espécies apenas E. coli
tem um significado clinico, embora E. hermannii e E. vulneris ja tenham sido isoladas
de infeccOes extra intestinais (Sousa, 2000; Abbott, et al., 2003).

A maioria das estirpes de E. coli sdo comensais, sintetizando vitamina K e By,
(Ramos, 2002). Em termos estruturais e funcionais, E. coli é considerada como um
modelo para todos os organismos, devido ao facto de apresentar um rapido crescimento
e requisitos nutricionais simples. No entanto, foi o facto de em 1946, Joshua Lederberg
e Eduard Tantum terem descoberto nesta bactéria o processo de conjugacdo bacteriana,
que a tornou como o principal modelo em biologia molecular (Thielman and Guerrant,
1999).

Escherichia coli, vulgarmente designada por coli-bacilo, é uma enterobactéria
Gram-negativa, anaerdbia facultativa, que se identifica estruturalmente, pela forma de
bacilos coliformes moveis com flagelos peritriquios, existindo também estirpes imoveis.
Pode ocorrer isolado, aos pares ou em cadeia; algumas possuem capsula ou micro
capsula. Frequentemente possui fimbrias ou pili, proveniente da membrana
citoplasmatica que permite a transferéncias de DNA durante a conjugacdo (Neidhart et
al., 1990; Madigan et al., 2000; Gongalves, 2005).

E. coli é habitante, praticamente universal, do tracto intestinal de humanos e
animais de sangue quente. A bactéria, ingerida atraves de alimentos ou da agua, é capaz
de aderir a mucosa que recobre o intestino, poucas horas ou dias apds o nascimento.
Apesar de ser um organismo anaerobio facultativo predominante no tracto
gastrintestinal humano, representa cerca de 0,1% das bactérias intestinais de um
individuo séo (Todar, 2002).

Em condic¢des normais exerce um papel protector do intestino, junto com outras

bactérias comensais, frente a infeccbes, uma vez que compete com 0s patogénicos
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intestinais como Shigella e Salmonella. Contudo, E. coli pode ser, também, um
patégeno importante e de facto, € um dos microrganismos mais frequentemente
implicado em processos infecciosos tanto em humanos como em animais. As estirpes
patogénicas de E. coli apresentam, com frequéncia, uma série de factores de viruléncia
que geralmente ndo se encontram nas estirpes ndo patogénicas. Em funcao dos factores
de viruléncia classificam-se cinco classes de E. coli que causam problemas intestinais:
enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC), enterohemorragicas (EHEC),
enteropatogénicas (EPEC) e enteroagregativas (EAEC) (Sousa, 2000; Todar, 2002).

E. coli existe em grande numero, enquanto parte da microbiota normal no
intestino, sendo que um individuo evacua em média, com as fezes, um trilido de
bactérias E. coli diariamente. E. coli esta entre as principais causas de toxinfeccGes
alimentares sendo uma causa importante de gastroenterites. As estirpes
enterohemorragicas (EHEC) sdo as mais importantes ao nivel de toxinfeccdes
alimentares, devido ao facto de causarem patologias severas, como diarreia nédo
sanguinolenta, colite hemorrégica e sindrome hemolitico-urémico (HUS) (Sousa, 2000;
Tutenel et al., 2003). Outros problemas, frequentemente causados por esta bactéria, séo
as infeccBes extra-intestinais tais como infeccdes abdominais e do tracto urinario,
meningite e, no caso de atingir a corrente sanguinea através do tracto urinario, dos
intestinos ou de uma ferida infectada, pode provocar septicemia (Guerra et al., 2003;
Poeta e Rodrigues, 2008).

A estirpe de E. coli que existe normalmente nos intestinos de um determinado
individuo é bem conhecida e controlada pelo seu sistema imunitario e, raramente, causa
problemas excepto quando ha debilidade. A maioria das doencas é devida a estirpes
vindas de outros individuos e, portanto, diferentes e que ndo sdo reconhecidas pelos
linfocitos. As toxinfeccdes alimentares, em particular, sdo quase sempre devidas a
bactérias de estirpes radicalmente diferentes (Poeta e Rodrigues, 2008).

Devido ao facto de ser uma bactéria comensal do tracto gastro-intestinal e
urogenital de animais e humanos, é considerado um dos melhores indicadores de
contaminagédo fecal de agua, bem como um indicador de seguranga de alguns géneros
alimenticios (bivalves vivos e equinodermes, tunicados e gastropodes vivos) assim
como critério de higiene dos processos para alguns alimentos (carne e produtos
derivados; leite e produtos lacteos e produtos de pesca) (DWD, 1998; Decreto-Lei n°
243/2001; Regulamento (CE) n°1441/2007).
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1.3. Antibidticos

O termo antibi6tico foi criado por Waksman em 1942 para denominar todos 0s
compostos naturais produzidos por microrganismos, que inibem o crescimento
microbiano ou que tém efeito bactericida. Presentemente, da-se a designacdo de
antibidtico as moléculas naturais ou sintéticas que sdo dotadas de propriedades
antibacterianas, provocando morte celular (efeito bactericida), ou dotadas de
propriedades bacteriostaticas, inibindo o crescimento celular bacteriano (efeito
bacteriostatico). Os antibidticos, na generalidade dos casos, ndo se destinam a
influenciar qualquer actividade bioldgica do organismo humano, mas sim a impedir o
crescimento ou mesmo provocar a morte dos microrganismos infectantes, sendo por

isso designados farmacos etiotrépicos (Sousa, 2006; Sousa e Peixe, 2010).

1.3.1. Mecanismos de accdo dos antibioticos

Os antibioticos sdo habitualmente agrupados de acordo com o seu modo de
accdo na célula bacteriana, a fim de exercerem as suas propriedades de antibiose. Os
modos de accdo utilizados pelos antibidticos, sdo: 1- inibicdo da sintese da parede
celular; 2- inibicdo da sintese de proteinas; 3- inibi¢do da sintese do &cido folico; 4-
interferéncia na sintese do &cido nucleico e 5- alteracdo da permeabilidade da membrana
celular (Tabela 1) (Sefton, 2002; Samaha-Kfoury e Araj, 2003; Tenover, 2006).

1.3.1.1. Inibicdo da sintese da parede celular

Independentemente do seu local de actuacdo, os antibidticos inibidores da
sintese do peptidoglicano afectam a integridade da parede celular, ocorrendo a lise
celular e, consequentemente, a morte da bactéria. Este conjunto de antibidticos actua
nas diferentes fases da biossintese do peptidoglicano. Estes antibidticos ndo tém
actividade sobre as células do Homem e dos protozoarios por estes ndo possuirem
parede celular e sobre os fungos que tém quitina, e ndo peptidoglicano, na parede
celular. Os antibioticos pertencentes ao grupo dos B-lactdmicos e dos glicopéptidos,
actuam sobre as bactérias por este mecanismo de accdo (Sousa, 2006; Sousa e Peixe,
2010).
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Tabela 1: Antibidticos, mecanismos de accdo e locais de actuacdo (adaptado de Fuchs et al., 1994;
Sefton, 2002, Samaha-Kfoury e Araj, 2003; Tenover, 2006).

Antibidticos

Modo de acgdo

Local de accéo

B-lactamicos

Cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima)

Proteinas de

- - - Inibicéo da sintese  ligacdo de
Penicilinas (ampicilina, amoxicilina) AT
da parede celular penicilinas
Monobactamo (aztreonam) (PBPs)
Carbapenemos (imipenemo)
Inibicdo da sintese  Sintese do

Glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina)

da parede celular

peptidoglicano

Aminiglicésideos (amicacina, gentamicina,
tobramicina, estreptomicina)

Inibicéo da sintese
de proteinas

Subunidade 50s
do ribossoma

Cloranfenicol

Inibicéo da sintese
de proteinas

Subunidade 50s
do ribossoma

Inibicdo da sintese

Subunidade 30s

Tetraciclina de proteinas do ribossoma
- Inibicdo da sintese  Subunidade 50s
Macrolidos . X
de proteinas do ribossoma
Acido para-
aminibenzdico
P, ' (PABA)
Sulfametoxazol e Trimetropim ('j”'t?"?.zo ?glglntese ]
0 acldao 1olico Acido di-
hirofélico
(DHF)
Interferéncia na DNA girase

Quinolonas sintese do &cido Topoisomerase
nucleico v
Alteracdo da -
L. 680 | Fosfolipidos
Polimixinas permeabilidade da
membranares
membrana celular
i) B-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos (Figura 1) incluem as penicilinas, 0s

monobactamos, os carbapnemos, as cefalosporinas ¢ os inibidores de f-

lactamases, devido a sua estrutura B-lactdmica (por ex: &cido clavulénico, o
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sulbactam e tazobactam). Constituem o grupo mais usado na pratica clinica
veterindria e humana e, possuem a caracteristica comum de exibir um anel f3-
lactdmico (constituido por 3 atomos de carbono e um de nitrogénio)
farmacologicamente activo, impedindo a biossintese do peptidoglicano. Os
diferentes grupos de antibidticos B-lactamicos distinguem-se pela estrutura
ligada ao anel p-lactamico. Os antibidticos p-lactdmicos inibem
irreversivelmente as enzimas D-D-carboxitranspeptidases, presentes no
folheto externo da membrana celular, sendo colectivamente designadas por
PBP (Penicillin-Binding-Proteins), que desempenham um papel importante
nos cross-linking parietais. Daqui resulta a paragem da sintese do
peptidoglicano e a intensificacdo da activagdo das autolisinas, com a
subsequente lise celular (Poeta, 2006; Sousa, 2006; Li et al., 2007; Sousa e
Peixe, 2010).

NH S 5 S /,,«-C Hs
|. Penicilinas T [ CH
R-co //-LN 3
& TCOH
NH_ ‘/S\\
9 iy
Il. Cefalosporinas I* ’
R-co ) A | /J
o "\l‘// R2
CO.H
NH_ R
Ill. Monobactamos B —'
R-
«@ %M
@) ‘“‘SO'3H+
! "X
I
IV. Carbapenemos J——T/ o gy
R-co ! /) —
O// \\f;;
C\\\\:O
H

Figura 1: Estrutura quimica dos B-lactamicos (adaptado de Sousa e Peixe, 2010).

i)

Glicopéptidos
Os glicopéptidos vancomicina e teicoplanina actuam na fase membranar

da biossintese do peptidoglicano, por ligacdo quimica ao dipéptido D-alanil-
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D-alanina, blogueando a formacdo da parede celular. Estes dois antibidticos
apenas actuam frente a bactérias Gram-positivas (Sefton, 2002; Sousa e
Peixe, 2010).

1.3.1.2. Inibicéo da sintese de proteinas

Dadas as diferencas entre os ribossomas bacterianos e os das células humanas
(ribossoma bacteriano possui duas subunidades 30S e 50S, enquanto que o0s ribossomas
dos eucariotas possuem duas subunidades 40S e 60S), € possivel a utilizacdo terapéutica
de antibioticos inibidores da sintese proteica sem efeitos graves para o hospedeiro. De
um modo geral estes antibidticos ndo afectam a sintese proteica nas células eucariotas, a
ndo ser que penetrem as membranas mitocondriais (mitocéndrias presentes nas células
eucariotas possuem ribossoma do tipo bacteriano [70S]), como € o0 caso do
cloranfenicol, o que justifica a sua elevada toxicidade (Sousa, 2006; Tenover, 2006;
Sousa e Peixe, 2010).

As diversas moléculas de antibidticos inibidores da sintese proteica actuam em
diferentes locais do ribossoma, em alvos nas subunidades 30S ou 50S, interferindo com
um dos quatro estados da sintese proteica (iniciacdo, alongacdo, translocacdo e
terminacéo) (Sefton, 2002; Sousa e Peixe, 2010).

Vérios grupos de antibidticos actuam sobre as bactérias inibindo a formacdo de

proteinas. Esses grupos séo:

i) Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos, apds atravessarem a parede e membrana celular,
ligam-se a proteinas especificas da subunidade 30S, provocando uma leitura
errada da mensagem codificada no mRNA. As proteinas non sense induzidas
pelos aminoglicésideos incorporam-se na membrana celular alterando a sua
permeabilidade, ocorrendo um efluxo de iBes K* e outros componentes
intracelulares para o exterior, o0 que justifica 0 mecanismo bactericida destes
antibidticos (Tenover, 2006; Hermann, 2007; Sousa e Peixe, 2010). Neste
grupo de antibidticos incluem-se a gentamicina, e a estreptomicina entre

outros.
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Cloranfenicol

O cloranfenicol actua na subunidade ribossomal 50S, interferindo com a
formacdo de novos péptidos, inibindo a accdo da transpeptidase, tendo um
efeito bacteriostactico. Apesar de ser um antibiotico com um largo espectro
de accdo, a sua aplicacdo é bastante limitada, uma vez que possui uma
elevada toxicidade tanto em animais como em humanos (Sousa, 2006;
Tenover, 2006; Sousa e Peixe, 2010).

Tetraciclinas

No grupo das tetraciclinas destaca-se a tetraciclina. A tetraciclina é um
antibiotico de amplo espectro e bacteriostatico com actividade frente a uma
grande variedade de microrganismos, sendo bastante usado em medicina e
veterinaria. Este antibidtico actua na subunidade 30S, impedindo a ligacao
coddo-anticoddo entre o tRNA e o local A dos ribossomas (Rodriguez et al.,
1998; Chopra and Roberts, 2001; Sousa e Peixe, 2010).

Macrdélidos, lincosamidas e estreptograminas B

Os diferentes antibioticos que pertencem ao grupo MLSg (Macrdlidos,
Lincosamidas e Estreptograminas do grupo B) possuem um mecanismo de
accdo semelhante, inibindo a sintese proteica das bactérias ao ligar-se
reversivelmente a subunidade 50S do ribossoma, com efeitos bacteriostatico.
Especificamente, bloqueiam o local P, impedindo a transpeptidacéo-
translocacdo, provocando a libertacdo prematura do péptido (Sousa, 2006;
Sousa e Peixe, 2010).

1.3.1.3. Inibicdo da sintese do &cido folico

O é&cido folico desempenha um papel essencial em duas etapas da sintese das

purinas e numa fase importante da sintese das pirimidinas. As bactérias necessitam de

acido folico mas ndo possuem um sistema de obtencdo deste acido do ambiente que as

rodeia, tendo necessariamente de o sintetizar (Saenz, 2004).

i)

Sulfonamidas
As sulfonamidas, como o sulfametoxazol e o trimetropim, sdo compostos

de sintese quimica com uma acgdo bacteriostatica. S&o conhecidos como

8
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antimetabolitos, dado que inibem a cadeia metabolica fundamental para a
viabilidade da célula bacteriana. Estes antibidticos actuam imitando o
substrato de duas enzimas (o &cido para-aminobenzdico [PABA] e o acido
di-hidrofélico [DHF]) que produzem a forma activa do acido folico, o acido
tetra-hidrofélico (THF). A combinacdo mais usada é denominada de
cotrimoxazol e, é composta por trimetropim e sulfametoxazol na proprocéo
1/5 (Huovinen, 2001; Master et al., 2003; Sousa e Peixe, 2010).

1.3.1.4. Interferéncia na sintese dos acidos nucleicos

Os antibiodticos que interferem com a sintese dos &cidos nucleicos, actuam por

bloqueio das DNA girases e das topoimerases bacterianas, responsaveis pela introducao

de superenrolamento negativo na molécula de DNA. Assim, provocam o bloqueio dos

processos que envolvem separacdo das cadeias de DNA, tais como a replicacdo e

transcricdo, induzindo alteracbes dos processos bioldgicos incompativeis com a vida
(Griffiths et al., 1998; Sousa et al., 1998).

Quinolonas

O grupo das quinolonas, onde se insere a ciprofloxacina e o acido
nalidixico, penetram no citoplasma das bactérias atraves dos canais de
porinas ou da camada fosfolipidica, mediante mecanismos de difusdo
passiva, tendo um efeito bactericida. Apds entrarem na célula, actuam sobre
a DNA girase e a topoisomerase IV (topoisomerases tipo Il), enzimas que
participam no superenrolamento do DNA, tornando possivel o seu
enrolamento numa direc¢do oposta ao da dupla hélice do DNA. A DNA
girase € composta por quatro subunidades, duas subunidades A e duas
subunidades B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. Ao
passo que a topoisomerase IV se encontra codificada pelo gene parC. (Fuchs
et al., 1994; Péez et al., 2005; Ito et al., 2008).

1.3.1.5. Alteracdo da permeabilidade da membrana celular

A membrana celular bacteriana, bem como a das células eucarioticas, tem funcoes

de semipermeabilidade, tornando possivel a passagem selectiva de ibes K* que se

9
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acumulam no citoplasma bacteriano. A alteracdo da permeabilidade da membrana
celular por agentes quimicos ou fisicos provoca um efluxo de K*, de aminoacidos e de

nucleétidos, causando a morte celular (Sousa, 2006; Sousa e Peixe, 2010).

i) Polimixinas

As polimixinas sdo antibioticos polipeptidicos com uma estrutura ciclica,
ligados a uma cadeia de &cidos gordos. As polimixinas alteram a
permeabilidade da membrana externa, por inter-actuacdo com as cargas
negativas dos fosfolipidos ou com as cargas negativas dos lipopolissacaridos
ancorados nesta membrana. A cauda do acido gordo das polimixinas penetra
na regido hidréfoba da membrana externa, desorganizando a permeabilidade
desta estrutura, permitindo a saida de constituintes intracelulares das
bactérias. Nas bactérias Gram-negativas as polimixinas tém de permear
previamente a membrana externa das bactérias, a fim de atingirem a
membrana celular (Sefton, 2002; Sousa, 2006; Sousa e Peixe, 2010).

1.4. Resisténcia aos antibiéticos

A descoberta e a utilizagdo dos agentes antimicrobianos possibilitou resultados
excelentes contra doencas infecciosas, que até entdo eram a principal causa de doenca e
mortalidade (Cohen, 1997). Nas ultimas decadas, o uso generalizado, excessivo e
indiscriminado destes agentes para varios fins, como promotores de crescimento, fins
terapéuticos e profilaticos tanto em humanos, como em animais e plantas, teve como
consequéncia o desenvolvimento de resisténcias pelas bactérias (Witte, 1997; Barbosa
and Levy, 2000). O uso massivo dos antimicrobianos conduziu, invariavelmente, ao
aparecimento de bactérias resistentes aos antibioticos, que desenvolveram mecanismos
de resisténcia microbiana, consequéncia da exposicdo prolongada aos agentes
antimicrobianos. A resisténcia aos antibioticos € um problema global, com implicagdes
em saude publica. O uso generalizado de antibidticos permitiu as bactérias sobreviver e
multiplicar-se sob a pressdo dos antibidticos devido a sua flexibilidade genética (Cohen,
1997; Kapil, 2005).

E considerada a presenca de resisténcia quando uma estirpe nio é susceptivel a

uma concentracdo clinicamente relevante de um antibio6tico e/ou quando é demonstrado
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que a estirpe dispdem de mecanismos ou propriedades que possam tornar o antibiotico

ineficaz (Degener, 1999).

1.4.1. Mecanismos de resisténcia

As mudancas na fisiologia e estrutura da célula do microrganismo provocam
alteracfes no seu mapa genético, através de mutacGes e da aquisicdo de genes de outros
microrganismos, por mecanismos de transferéncia genética, ou pela associacdo destes
dois acontecimentos. A capacidade de uma bactéria desenvolver mecanismos de
resisténcia depende da fisiologia da bactéria, das caracteristicas das mutacGes que
podem ocorrer, da supremacia dos genes de resisténcia adquiridos e do periodo de
exposicao ao agente antibacteriano (Vandenbroucke-Grauls, 1993; Levy, 1998).

Os antibioticos ao actuarem sobre o alvo bacteriano exercem as suas
propriedades e o seu efeito (bactericida ou bacteriostatico), originando uma pressao
selectiva sobre as bactérias que procuram interferir na inter-relagdo antibi6tico—alvo
bacteriano. Esta inter-relacdo é dificultada através de mecanismos biogquimicos (Sousa,
2006).

Os mecanismos bioquimicos de resisténcia podem basear-se numa variedade de
mecanismos, podendo ser divididos em quatro categorias principais: i) alteracdo da
permeabilidade da membrana; ii) expulsdo activa do antibiotico (efluxo); iii)
modificacdo ou proteccdo do alvo e iv) modificacdo ou inibicdo enzimatica do
antibidtico. Todos estes mecanismos sdo influenciados por proteinas e podem ocorrer
simultaneamente num microrganismo. No entanto, apenas um deles pode conferir
resisténcia a diferentes classes de antibiéticos (Tabela 2) (Fuchs et al., 1994; Hancoch,
2005, Tenover, 2006; Sousa e Peixe, 2010).

1.4.1.1. Alteracdo da permeabilidade da membrana

A reducdo da permeabilidade, devido a perda de canais de porina, € um
importante mecanismo de resisténcia em bactérias Gram-negativas. Através deste
mecanismo as bactérias poderdo adquirir multirresisténcia, resultante de mutacGes
cromossomicas espontaneas seleccionadas pela pressdo exercida pelo uso de
antibioticos. No entanto, estas alteracGes apenas conferem um grau moderado de
resisténcia (Moreillon, 2000; Sefton, 2002).

11
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Tabela 2: Antibidticos e mecanismos de resisténcia (adaptado de Fuchs et al., 1994; Samaha-Kfoury e

Araj, 2003).

Antibidticos

Mecanismo de resisténcia

- B-lactdmicos

Cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima)

Penicilinas (ampicilina, amoxicilina)
Monobactamo (aztreonam)

Carbapenemos (imipenemo)

- B-lactamases
- Mutagdes na PBP

- Diminuicdo da permeabilidade da
membrana

- Expulséo activa do antibidtico
(efluxo)

- Aminiglicésideos (amicacina,
gentamicina, tobramicina, estreptomicina)

- Modificacdo enzimatica

- Modificacgéo do alvo

- Cloranfenicol

- Inibicdo enzimatica

- Tetraciclina

- Expulséo activa do antibidtico
(efluxo)

- Proteccdo do alvo (ribossomas)

- Inibicdo enzimatica

- Sulfametoxazol e Trimetropim

- Modificacdo do alvo (mutagOes em
DHFR e DHPS)

- Quinolonas

- Modificacéo do alvo (mutagbes na
DNA girase e topoisomerase 1V)

- Alteracdo da permeabilidade da
membrana

1.4.1.2. Expulséo activa do antibidtico (efluxo)

Na expulsdo do antibidtico, por um sistema de transporte activo, a concentracao

celular do antibiotico diminui. Nas bactérias existem dois tipos de bombas constituidas

por proteinas transmembranares que formam os poros. Estas bombas de expulsdo tém

funcdo fisiologica de expulsar substancias toxicas, como metais pesados, podendo

expulsar os antibidticos conferindo resisténcia a bactéria (Moreillon, 2000). Algumas

bombas sdo especificas para determinados antibidticos, enquanto outras expulsam

diferentes tipos de antibidticos. Contudo, as primeiras conferem um nivel de resisténcia

mais elevado que as segundas aos respectivos antibioticos (Sefton, 2002).
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1.4.1.3. Modificacéo ou protec¢do do alvo

Este mecanismo de modificacdo ou proteccdo do alvo de actuacdo do antibidtico
pode decorrer de:

- Modificacgéo parcial do alvo, por exemplo, mutacGes nos genes que codificam a
girase podem condicionar a actividade das fluoroguinolonas;

- Hiperprodugéo do alvo, como no caso de hiperprodugdo de di-hidrofolato
redutase (o alvo do trimetropim), que vai reduzir a actividade do timetoprim;

- Aparecimento de alternativa ao alvo, como no caso da aquisicdo dos genes
sull, sul2 ou sul3, que codificam para uma di-hidropteroato sintetase com reduzida
afinidade para as sulfonamidas;

- Producdo de uma proteina que se liga ao local especifico onde o antibiotico

actuaria (Séenz, 2004; Sousa e Peixe, 2010).

1.4.1.4. Modificagdo ou inibi¢do enzimética do antibidtico

Existem diversos sistemas aptos a modificar e inactivar certos antibidticos
através de enzimas. Através deste mecanismo, verificou-se resisténcia a diferentes
antibioticos, tais como a aminoglicésideos ¢ a [B-lactdmicos (Moreillon, 2000). A
localizacdo dos determinantes de resisténcia em elementos genéticos mdveis e com
elevada capacidade de disseminacdo tem contribuido para a elevada incidéncia deste

tipo de mecanismo (Sousa e Peixe, 2010).

1.4.2. Resisténcia as Sulfonamidas

As sulfonamidas e o trimetropim, antibi6ticos de sintese quimica, partilham um
amplo espectro antimicrobiano, nomeadamente no que se refere a membros da familia
Enterobacteriaceae, como é o caso de Escherichia coli. Deste modo e, por apresentar
um vasto indice de indicages clinicas, um custo relativamente baixo e pelo trimetropim
actuar sinergicamente com o sulfametoxazol, a combinacdo sulfametoxazol-trimetropim
(SXT) tem sido largamente utilizada em todo o mundo (Houvinen et al., 2001; Master
et al., 2003; Sousa et al., 1998).
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Modificacdo ou proteccdo do alvo de actuacdo

A resisténcia as sulfonamidas e ao trimetropim resulta, geralmente, de mutagdes
cromossémicas nos genes codificadores das enzimas di-hidropteroato sintetase (DHPS)
e di-hidrofolato redutase (DHFR) (alvos de actuacdo do sulfametoxazol e trimetropim,
respectivamente), que se traduzem na hiperproducdo de di-hidrofolato redutase
(DHFR), na alteracdo das enzimas, ou na combinacdo destes dois mecanismos
(Houvinen, 2001; Sefton, 2002). No entanto, a aquisicdo de genes alternativos
transferiveis, € o mecanismo de resisténcia mais frequente para estes antibidticos.
Foram ja caracterizados 3 genes sul (sull, sul2 e sul3) que codificam a resisténcia ao
sulfametoxazol em bactérias Gram-negativas (produzem variantes da enzima DHPS) e
mais de 20 genes dfr diferentes que codificam a resisténcia ao trimetropim (produzem
variantes da enzima DHFR), sendo estes genes transferiveis e disseminados mediante a
insercdo em integroes, transposdes e/ou plasmideos. Sendo que a maioria dos genes de
resisténcia a o sulfametozaxol-trimetropim residem em integroes (White and
Rawlinson, 2001; Saenz, 2004).

1.4.3. Resisténcia a tetraciclina

A tetraciclina foi um dos antibidticos mais usados entre os anos 1950 e 1960. O
facto de ser um antibidtico com uma baixa toxicidade, ter um amplo espectro de accao,
ser relativamente barato e de ter poucos efeitos secundéarios, tornava-o um dos
antibioticos eleitos frente a um grande nimero de infeccbes (Speer et al., 1992; Sousa et
al., 1998).

Contudo, o facto de se tratar de um antibiético de frequente utilizacéo, facilitou
0 aparecimento de bactérias resistentes a este antibiotico. Os genes que conferem
resisténcia a tetraciclina residem em plasmideos ou transposdes, que desempenham um
papel importante na disseminacdo destes genes de resisténcia. Até agora ja foram
identificados inumeros genes diferentes que conferem resisténcia a tetraciclina (genes
tet) (Fuchs et al., 1994; Rodriguez et al., 1998; Roberts, 2005). Sabe-se que a expressao
dos genes tet também aumenta a susceptibilidade as estirpes bacterianas aos
aminoglicésideos (Sousa, 2006).

A resisténcia a tetraciclina pode ser mediada por trés mecanismos de resisténcia,
nomeadamente: expulsdo activa do antibiotico; proteccdo do alvo (ribossomas) ou
inibicdo enzimatica (Chopra and Roberts, 2001; Roberts, 2005; Thaker et al., 2010).

14
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Expulsdo activa do antibiotico (efluxo)

Para a expulsdo activa da tetraciclina ja foram encontrados Vvarios genes tet,
presentes em plasmideos, que codificam as proteinas membranares que funcionam
como bombas de efluxo de expulsdo da tetraciclina por accdo de ATP (Chopra and
Roberts, 2001). Sabe-se que as bactérias resistentes absorvem o farmaco de forma tao
rdpida como as sensiveis, diferindo apenas na capacidade de o expulsar. Sendo esta
diferenca na capacidade de expulsar o antibiotico que define o caracter resistente das
bactérias (Sefton, 2002; Sousa 2006). Estes genes sao encontrados tanto em bactérias
Gram-positivas como em bactérias Gram-negativas, sendo no entanto, mais comum,
ocorrerem em bactérias Gram-negativas. Foi para este antibiotico que foi descrito pela
primeira vez o mecanismo de resisténcia a antibiéticos por accédo de bombas de efluxo,
sendo o ultimo dos mecanismos de resisténcia a ser descrito, tendo sido identificado em
Escherichia coli (Chopra and Roberts, 2001; Poole, 2005).

Modificacdo ou proteccdo do alvo de actuacdo

No caso de as bactérias possuirem resisténcia a tetraciclina pelo mecanismo de
proteccao do alvo (ribossomas), verifica-se que proteinas citoplasmaticas ligam-se aos
ribossomas, impedindo a ligacdo da tetraciclina. Foram identificados onze genes que
codificam as proteinas que se ligam ao cromossoma. Estes genes sdo encontrados tanto
em bactérias Gram-positivas como em bactérias Gram-negativas (Thaker et al., 2010).
Os genes tetM, tetQ e tetW sdo codificados por transposfes, ao passo que 0s genes tetO
e tetS estdo, normalmente, localizados em plasmideos, sendo mais comum o seu

aparecimento em bactéria Gram-positivas (Roberts, 2005).

Inactivacdo enzimatica do antibiotico

A inactivacdo enzimatica da tetraciclina é um mecanismo pouco frequente,
sendo que até agora s6 se conhecem trés genes (tetX, tet34 e tet37) que conferem
resisténcia a tetraciclina por inactivagdo enzimatica da mesma (Thaker et al., 2010). O
gene tetX foi o primeiro a ser descoberto, em 1989, sendo que 0s genes tet34 e tet37 s6
foram identificados em 2004. Sabe-se que 0 gene tetX se encontra num transposao, que
também contém o gene ermF que confere resisténcia a eritromicina e, que este gene se
encontra exclusivamente em algumas espécies. O mecanismo de resisténcia conferido
pelos genes tet34 e tet37 ainda ndo é bem conhecido (Chopra and Roberts, 2001; Thaker
et al., 2010).
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1.4.4. Resisténcia aos aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicésidos tém acgdo na inibi¢do da sintese de proteinas
bacterianas pela unido ao ribossoma. Nesta familia encontram-se antibioticos
amplamente usados como a estreptomicina, a gentamicina, a tobramicina e a amicacina,
que sdo eficazes contra a maioria dos organismos Gram-negativos (Fuchs et al., 1994).
Alteragcdes na permeabilidade celular e nos alvos de actuacdo dos aminoglicosideos
podem determinar resisténcia a estes antibioticos, sendo contudo a producdo de enzimas
inactivadoras deste antibidtico o mecanismo mais importante e frequente (Pérez, 1998;
Sousa, 2006; Hermann, 2007; Sousa e Peixe, 2010).

Inactivacdo enzimatica do antibiotico

O mecanismo de resisténcia aos aminoglicésideos de maior importancia é a
inactivacdo enzimética. As enzimas fosfotransferases (APH), nucleotidiltransferases
(ANT) e acetiltransferases (AAC) séo os trés grupos de enzimas inactivadoras de
aminoglicésideos. Predominam dois tipos de modificacdes, a N-acetilacdo de grupos
amino e a O-fosforilacdo de grupos hidroxilo, para os quais os cofactores sdo acetil-
CoA e ATP, respectivamente. As enzimas fosfotransferase (APH) e
nucleotidiltransferase ~ (ANT) catalizam, respectivamente, a fosforilagdo e
nucleotidilacdo de grupos hidroxilo, ao passo que a enzima acetiltransferase (AAC)
promove a acetilacdo de grupos amino. O factor mais importante da modificacdo é a
afinidade da enzima modificadora pelo substracto. As enzimas ao actuarem sobre o
antibidtico tornam-no num metabolito inactivo, resultando em estirpes com valores
muito elevados de CMI (estirpes bacterianas muito resistentes) (Fuchs et al., 1994;
Wright, 2003; Hermann, 2007; Sousa e Peixe, 2010). Para Escherichia coli podemos
observar varias enzimas modificantes de aminoglicésideos que conferem fenotipos de
resisténcia a esta classe de antibidticos, tais como, a AAC(3)-1, AAC(3)-11, AAC(3)-1V,
AAC(6°)-1, APH(3’)-VII, APH(3"’)-l, APH(6)-I, ANT(2"’)-I ¢ ANT(3”)-I (Séenz,
2004). Uma enzima afecta diferentes aminoglicosideos, o que torna o espectro de accao

destas enzimas alargado a muitos membros desta classe de antibioticos (Saenz, 2004).

Modificacdo ou proteccdo do alvo de actuacdo

A resisténcia aos aminoglicésideos por modificacdo do alvo traduz-se por

mutacdes de genes codificadores de proteinas ribossomais que causam essa alteracdo
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(Sefton, 2002; Hermann, 2007). Cada aminoglicosideo possui um alvo distinto na
subunidade ribossomal 30S, sendo raro observar qualquer tipo de resisténcia cruzada
entre os diferentes aminoglicosideos (Séenz, 2004).

Alteracdo da permeabilidade da membrana

Os aminoglicésideos, compostos altamente hidréfilos, difundem através da
membrana celular por canais de porina. Em estirpes resistentes, verifica-se que estas
apresentam uma concentracdo intracelular reduzida de aminoglicésideos. Alteracdes nos
canais de porina ou uma quantidade reduzida destas proteinas, sdo responsaveis por uma
diminuicdo da concentracdo intracelular dos aminoglicésideos, o que pode conferir

resisténcia as bactérias a este grupo de antibiéticos (Sousa, 2006; Hermann, 2007).

1.4.5. Resisténcia ao cloranfenicol

Quimicamente o cloranfenicol é o D(-)-treo-1-paranitrofenil-2-dicloro
acetamida-1-3-propanodiol. Actua na subunidade 50S, impedindo a transpeptidacao,
tendo uma accgdo bacteriostactica. E uma molécula muito lipofila que facilmente
atravessa as membranas mitocondrias e inibe a sintese proteica ribossomal, o que faz
com que se apresente como uma molécula e, consequentemente um antibidtico, que
manifesta uma elevada toxicidade para o homem. Por este motivo, e apesar de ser um
antibidtico de largo espectro que apresenta actividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, a sua aplicacdo é muito limitada (Sousa e Peixe, 2010).

O principal mecanismo de resisténcia do cloranfenicol é a inactivacdo
enzimatica do antibiético, no entanto também ja se verificaram resisténcias devido a

alteracdo da permeabilidade da membrana celular (Pérez, 1998; Sousa, 2006).

Inibicdo enzimética do antibiotico

A resisténcia ao cloranfenicol é devida & producdo de enzimas inactivadoras,
cloranfenicol acetiltransferases (CAT) (codificadas pelo gene catA), existentes tanto em
bactérias Gram-positivas como em bactérias Gram-negativas, que acetilam a molécula
do antibidtico impedindo a unido deste com a subunidade ribossomal 50S bacteriana. Os
genes codificadores desta enzima encontram-se em plasmideos ou transposdes (Fuchs et
al., 1994; Séenz, 2004, Sousa, 2006).
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1.4.6. Resisténcia as quinolonas

As quinolonas sdo antibioticos derivados do &cido nalidixico, com uma
actividade contra organismos Gram-negativos. A introducdo de um atomo de fldor a
estrutura basica das quinolonas produz um grupo de antibioticos formado
principalmente pela ofloxacina, pefloxacina, enoxacina, norfloxacina e ciprofloxacina.
Desde 1960, quando a &cido nalidixico comegou a ser utilizado para o tratamento de
infeccOes respiratorias e do tracto urinario, varias quinolonas tém sido amplamente
utilizadas em humanos e animais (Fuchs et al., 1994; Lindgren et al., 2003; Paez et al.,
2005). A aquisicdo de resisténcia as quinolonas era até recentemente associada a
ocorréncia de mutacdes cromossémicas. A descri¢do nos Ultimos anos de mecanismos
de resisténcia transferiveis as quinolonas, habitualmente localizados em plasmideos
com resisténcia a multiplos antibioticos, podera justificar o elevado crescimento da
resisténcia as quinolonas verificado na Ultima década. A resisténcia a este conjunto de
antibidticos desenvolveu-se rapidamente prevalecendo em ambiente clinico e na
industria animal (Lindgren et al., 2003; Yang et al., 2004; Sousa e Peixe, 2010).

As quinolonas actuam no processo de replicacdo de DNA, inibindo as enzimas
DNA girase e topoisomerase IV. As funcdes destas enzimas passam por desenrolar o
DNA imediatamente antes da duplicacdo deste e, apds a duplicacdo, levar as cadeias
novas ao estado inicial de enrolamento (Fuchs et al., 1994; Péez et al., 2005; Sousa e
Peixe, 2010). O principal mecanismo de resisténcia as quinolonas é a alteracéo do alvo
(mutagfes na DNA girase e na topoisomerase), no entanto outros mecanismos de
resisténcia, como a alteracdo da permeabilidade da membrana celular e bombas de
efluxo, também poderéo estar envolvidos na aquisicdo de resisténcia a estes antibioticos
(Péez et al., 2005; Ito et al., 2008; Sousa e Peixe, 2010).

Modificacdo ou proteccdo dos alvos de actuacio

Na sequéncia de mutagdes cromossomicas nos genes que codificam as enzimas
DNA girase (codificada pelos genes gyrA e gyrB) e topoisomerase 1V (codificada pelo
gene parC), que sdo o alvo de actuacdo das quinolonas, a afinidade para estes alvos €
alterada, o que resulta na reducdo da susceptibilidade as quinolonas (Hooper, 2001;
Paez et al., 2005; Ito et al., 2008; Sousa e Peixe, 2010). Em Escherichia coli e outras
bactérias Gram-negativas, a resisténcia a estes antibidticos tem como principal alvo a

DNA-girase, pelo que as resisténcias sdo devidas a muta¢fes produzidas no gene gyrA.
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No entanto, mutacdes no gene parC, codificante da topoisomerase IV, proporcionam
resisténcia adicional. Apesar de se verificarem registos de mutacdes no gene gyrB, estas
ndo parecem ser significativas em termos de resisténcias (Fuchs et al., 1994; Hooper,
2001; Séaenz, 2004; Paez et al., 2005).

Em Escherichia coli, as mutacdes com relevancia no gene gyrA, ocorrem entre
0s aminoacidos 67 e 106 da proteina A, perto do sitio activo da enzima, a tirosina-122.
Também se verificam alteracGes ao nivel da serina-83 que € substituida por leucina ou
triptofano, convertendo-se na causa mais comum de resisténcia. Estas mutacOes
ocorrem na regido conhecida como “Quinolone Resistance Determining Region”
(QRDR), composta pelos residuos aminoacidicos 67 a 106, da GyrA, lugar onde se deve
produzir a unido do DNA com a enzima, mediada por uma fosfotirosina (Hooper, 2001;
Paez et al., 2005, Sousa, 2006).

As mutacbes descritas no gene parC para Escherichia coli, ocorrem
principalmente nos tripletos 78, 80 e 84, com substituicdo de glicina por asparto, serina
por arginina ou isoleucina e glicina por aspartato, respectivamente. Estas mutagdes, em
conjunto com as substituicdes encontradas no gene gyrA, conferem elevados niveis de
resisténcia as fluoroquinolonas (Vila et al., 1996; Kern et al., 2005).

Apesar de ser um mecanismo de resisténcia menos comum para bactérias
resistentes as quinolonas, foram descritas proteinas (QnrA, QnrB e QnrS), codificadas
por plasmideos, que bloqueiam a inibicdo das topoisomerases Il (DNA girase e
topoisomerase 1V) pelas quinolonas. Embora apenas aumentem ligeiramente a
concentra¢do minima inibitéria, promovem a seleccdo de resisténcia de elevado nivel as

fluoroguinolonas (Jacoby et al., 2003; Paez et al., 2005; Sousa e Peixe, 2010).

Alteracdo da permeabilidade da membrana/expulsdo activa do antibidtico

(efluxo)

A alteracdo nas porinas e o aumento do efluxo das quinolonas podem determinar

a reducdo de susceptibilidade em diferentes espécies bacterianas. As mutagdes nos
genes codificadores das proteinas de membrana (porinas) tém como resultado alteragdes
na permeabilidade das membranas dos microrganismos, impedindo, desta forma, a

passagem do antibiotico (Paez et al., 2005; Sousa e Peixe, 2010).
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Recentemente, verificou-se que um mutante da enzima inactivadora de
aminoglicésideos (AAC-6°)-Ib, adquiriu a capacidade de acetilar a ciprofloxacina,
determinando a reducéo da susceptibilidade a esta quinolona (Sousa e Peixe, 2010).

1.4.7. Resisténcia aos p-lactamicos

Os antibidticos B-lactdmicos constituem o grupo de antibidticos mais importante,
dada a sua elevada eficacia terapéutica e a sua baixa toxicidade para animais, incluindo
0 Homem. Contudo a eficcia destes antimicrobianos estd constantemente a ser
desafiada pela emergéncia de estirpes bacterianas resistentes (Sousa, 2006; Li et al.,
2007).

A resisténcia aos B-lactimicos pode ser mediada por quatro mecanismos de
resisténcia, nomeadamente: alteracdo da permeabilidade da membrana celular; expulséo
activa do antibidtico (efuxo); modificacdo dos alvos de actuacdo (PBPs) e por Gltimo a
hidrélise enzimatica dos B-lactimicos por B-lactamases. A resisténcia a este grupo de
antibioticos pela ac¢do das B-lactamases € 0 mecanismo de resisténcia mais comum
(Livermore, 1995; Babic et al., 2006; Sousa e Peixe, 2010).

Alteracdo da permeabilidade da membrana

Os antibidticos p-lactamicos sdo moléculas hidrofdbicas, que tém de atravessar a
membrana exterior das bactérias Gram-negativas para atingirem o seu alvo de actuacdo
(PBPs). A difusdo destes antibioticos para o espaco periplasmatico efectua-se devido a
existéncia dos canais de porina (Sousa, 2006). O aumento da resisténcia bacteriana aos
B-lactdmicos, esta muitas vezes relacionada com a alteracdo da permeabilidade da
membrana externa, por auséncia ou diminui¢do da expressao de genes que codificam as
porinas, causando a reducdo da entrada do antibidtico na célula, diminuido assim a
concentracdo interna do antibidtico, o que resulta numa reducdo da susceptibilidade a
este grupo de antibidticos (Nikaido, 2003; Sousa e Peixe, 2010).

Em organismos Gram-negativos, a membrana externa é de grande importancia
na resisténcia intrinseca a diversos antibidticos. A permeabilidade por porinas é
directamente afectada pelo tamanho, carga, nUmero e natureza hidrofébica, tanto do
antibiético como das porinas. Escherichia coli possui trés porinas denominadas OmpC,
OmpF e PhoE. Apesar das porinas poderem ser especificas para uma familia de

antibioticos, existem outras que transportam diferentes familias de antibidticos.

20



Revisdo Bibliografica

AlteracOes nestas porinas acarretam, frequentemente, resisténcias multiplas, visto que
diferentes antibidticos podem ser transportados pelos mesmos canais. Em Escherichia
coli verificou-se um aumento da concentragdo minima inibitéria a varios -lactamicos,
qguando se observou que a porina OmpF € sustituida por OmpC (Fuchs et al., 1994;
Moreillon, 2000; Nikaido, 2003).

Expulsdo activa do antibidtico (efluxo)

Varios B-lactamicos podem ser expulsos pelos sistemas de efluxo. Muitos dos
sistemas de expulsdo activa do antibidtico ndo sdo especificos para uma classe de
antibidticos, podendo eliminar da célula bacteriana uma elevada gama de compostos
estruturalmente distintos, incluindo vérias classes de antibidticos, estando por isso
muitas vezes associados a estirpes multirresistentes. Os genes que codificam as
proteinas membranares que funcionam como bombas de efluxo, tanto se encontram em
plasmideos como no cromossoma. A actividade de algumas bombas de efluxo pode ser
induzida pela exposicdo ao substrato, de modo que uma estirpe inicialmente susceptivel
a um antibidtico pode tornar-se resistente (Poole, 2005; Piddock, 2006; Sousa e Peixe,
2010).

As bombas de efluxo sdo agrupadas em cinco familias de acordo com a
sequéncia de aminoacidos das proteinas, a familia ABC (ATB-Binding Casset), familia
MFS (Major Facilitator Superfamily), familia RND (Resistance-Nodulation.Division),
familia SMR (Small Multidrug Resistance) e a familia MATE (Multidrug And Toxic
compound Extrusion) (Poole, 2005; Piddock, 2006; Sousa, 2006). As bombas de efluxo
podem actuar associadas com outros mecanismos de resisténcia, aumentando desse
modo o nivel e a amplitude do espectro de resisténcia aos antibioticos (Van Bambeke et
al., 2003).

Modificacdo dos alvos de actuacdo

Estudos realizados em bactérias ndo produtoras de B-lactamases, de forma ao
mecanismo de inibi¢cdo enzimética do antibidtico ndo interferir com o mecanismo de
modificacdo do alvo, mostraram que as bactérias sdo capazes de modificar as enzimas
localizadas na membrana plasmatica responsaveis pela unido do peptidoglicano durante
a biosintese da parede celular (Moreillon, 2000). As enzimas envolvidas nesta unido séo

denominadas de proteinas de ligacéo a penicilina (PBPs — do inglés “Penicillin-Binding-
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Proteins”), devido a penicilina e derivados serem um analogo dos precursores do
peptidoglicano que se une as enzimas, bloqueando o seu prolongamento (Sousa, 2006).
O numero de PBPs e a sua natureza varia de espécie para espéecie bacteriana,
sendo que as PBPs sdo especificas da espécie. Escherichia coli possui 7 PBPs, que se
encontram subdivididas em dois grupos: baixo peso molecular e alto peso molecular.
MutacBes nos genes produtores de PBPs, recombinacdes homologas entre genes de
PBPs ou a sintese de novos PBPs sem grande afinidade para os B-lactdmicos conferem

as estirpes resisténcia a estes antibioticos (Wilke et al., 2005; Sousa, 2006).

Inibicdo enzimética do antibiotico

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana (intrinseca e adquirida) aos 3
lactdmicos € devida a produgdo de enzimas inactivadoras dos antibidticos B-lactdmicos,
denominadas B-lactamases (codificadas pelo gene bla). Estas enzimas sdo produzidas
por aerdbios e anaer6bios Gram-positivo e¢ negativo. Estas hidrolisam o anel f-
lactdmico do antibiotico impedindo que este atinja o seu alvo de actuacdo (PBPs). Os
genes codificadores destas enzimas encontram-se localizados no cromossoma ou em
plasmideos (Gupta, 2007; Babic et al., 2006; Sousa, 2006; Sousa e peixe, 2010).

De entre as B-lactamases mediadas por plasmideo, o gene blatgm.1 € 0 mais
encontrado em E. coli (Cooksey et al., 1990). A presenga de um grupo de B-lactamases
TEM, designados por “Inhibitor-Resistant TEMs” em E. coli torna as bactérias
resistentes aos f-lactamicos, bem como ao inibidor de B-lactamases (acido clavulénico).
Esta resisténcia pode ser explicada pela sobreprodugdo de B-lactamases TEM ou por
modificagdes na estrutura do gene (Belaaouaj et al., 1994).

Muitas espécies bacterianas, incluindo E. coli, contém B-lactamases codificadas
cromossomicamente, denominadas enzimas AmpC. Estes genes expressam-se
normalmente a um baixo nivel em E. coli, o que ndo é suficiente para atribuir
resisténcia. Por vezes verifica-se uma sobrexpressdo do gene cromossémico ampC,
aumentando a actividade enzimatica tornando as bactérias resistentes. A sobrexpressdo
é causada pela duplicacdo do gene ou por mutagdes nos genes ampC (Li et al., 2007).

Por mutacgdes ocorridas nos genes que codificam a produgao p-lactamases, estas
podem tornar-se mais eficazes, conferindo resisténcia a todos os B-lactamicos, excepto
carbapenemos ¢ cefamicinas, sendo denominadas de B-lactamases de amplo espectro
(BLAE) (Moreillon, 2000; Bush, 2001).
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1.5. p-lactamases

As B-lactamases sdo enzimas plasmidicas ou cromossémicas que provocam a
hidroélise do anel B-lactamico, tornando estes antibidticos em compostos biologicamente
inactivos, antes de estes atingirem as PBPs. As enzimas B-lactamases sdo estrutural e
funcionalmente préximas das PBPs, indicando que terdo evoluido a partir destas
enzimas, provavelmente, devido a pressdo selectiva exercida pelos antibidticos [-
lactdmicos, produzidos por microrganismos que se encontram no meio ambiente
(Moreillon, 2000; Poole, 2004; Sousa, 2006).

A primeira B-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain, quando
observaram a inactivagdo da penicilina por estirpes de Escherichia coli, denominando
estas enzimas de penicilinases. De salientar que a primeira B-lactamase foi descrita
antes da utilizacdo terapéutica da penicilina (Bradford, 2001; Poole, 2004; Gupta,
2007). Desde entdo ja foram identificadas centenas de diferentes B-lactamases, isoladas
a partir de diferentes bactérias Gram-positivo e negativo. Tem-se verificado um
aumento da disseminac¢do das B-lactamases ao longo dos anos. Tal facto deve-se a
integracdo dos genes que codificam a resisténcia aos P-lactdmicos em elementos
genéticos moveis (plasmideos, transposdes e integrdes) (Poole, 2004; Weldhagen, 2004;
Wilke et al., 2005; Babic et al., 2006).

As B-lactamases sdo divididas em dois grandes tipos, as serino-p-lactamases
(tém serina no centro activo) e as metalo-p-lactamases (tém ides zinco no centro activo).
As B-lactamases que possuem serina no centro activo acilam os antibidticos -
lactamicos ¢ quebram a ligagdo amida do anel B-lactimico, dando origem a um
intermediéario acil-enzima, que catalisa a desacetilagdo muito eficazmente. As metalo-p-
lactamases diferem das serino-B-lactamases porque ndo ha a formagdo de um
intermediario, fazendo o ataque directo ao anel B-lactamico. As serino-p-lactamases séo
predominantes, podendo distinguir-se facilmente no laboratério das dependentes do
zinco (sdo inibidas pela adicdo de EDTA) (Babic et al., 2006; Sousa, 2006; Sousa e
Peixe, 2010). As B-lactamases dependendo da sua especificidade sdo, muitas vezes,

chamadas penicilinases, cefalosporinases e carbapenemases (Sousa, 2006).
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1.5.1. Classificacio das p-lactamases

A denominagdo das B-lactamases tem sido anérquica, sendo designadas de
acordo com: 1) o nome do doente em que foram isolados (ex: TEM, isolado de uma
estirpe de E. coli de uma doente grega com Temonieira); 2) o seu substrato (ex: OXA,
actividade contra oxacilina); 3) as suas propriedades bioquimicas (ex: CTX, com maior
actividade contra cefotaxima) ou 4) o nome do hospital, em que foi isolado (ex: MIR,
Miriam Hospital) (Sousa, 2006).

A grande diversidade de B-lactamases isoladas nas Ultimas décadas tornou
imprescindivel a existéncia de um sistema de classificagdo que facilitasse a sua
identificagdo. As diferentes B-lactamases conhecidas foram classificadas por diversos
autores com base em diferentes caracteristicas, nomeadamente, no seu suporte genético
(cromossémico, plasmidico, transposdo ou integrao), sequéncia aminoacidica, modo de
producdo (constitutiva ou indutivel) e espectro hidrolitico (penicilinase, cefalosporinase,
carbapenemase, etc.). Actualmente dois sistemas de classificacdo sdo considerados
como de maior importancia: a classificagdo de Ambler e a classificacdo de Bush-
Jacoby-Medeiros (Ambler, 1980; Bush et al., 1995; Gupta, 2007; Sousa e Peixe, 2010).

Em 1980, Ambler propds uma classificacdo de acordo com a sequéncia de
aminoacidos nas moléculas das -lactamases. Ambler dividiu as B-lactamases em quatro
classes principais: classe A onde se encontram as B-lactamases de amplo espectro, classe B
onde s&o incluidas as metalo-B-lactamases, classe C as B-lactamases cromossoémicas e a
classe D onde se encontram as oxacilinases (Ambler, 1980). A classificacdo de Bush-
Jacoby-Medeiros relaciona o perfil do substrato e dos inibidores com a sua estrutura
molecular, agrupando as f-lactamases em quatro grupos funcionais (1, 2, 3 e 4). No
grupo 1 encontram-se as cefalosporinases, que nao sao inibidas pelo &cido clavulanico;
ao grupo 2 pertencem as penicilinases, cefalosporinases e B-lactamases de amplo
espectro inibidas por inibidores de [B-lactamases (acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam); o grupo 3 engloba as metalo-p-lactamases que hidrolisam penicilinas,
cefalosporinas e carbapenemos e ndo inibidas pelos inibidores das B-lactamases; por ultimo,
0 grupo 4 que engloba as penicilinases que ndo sdo inibidas pelo &cido cluvulanico
(Ambler, 1980; Bush et al., 1995).
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1.5.2. p-lactamases de amplo espectro (BLAE)

Nos ultimos 20 anos, varios antibioticos p-lactamicos foram formulados, com o
intuito de serem resistentes a acgdo das PB-lactamases das estirpes bacterianas. No
entanto, o aparecimento de novas [B-lactamases resistentes aos novos antibidticos
usados, devido a pressdo selectiva exercida pelos mesmos, ndo se revelou um fendbmeno
invulgar. As cefalosporinas foram um grupo de antibioticos amplamente usado em
clinica nos anos 80. Deste modo o0 aparecimento de resisténcia a estes antibioticos B-
lactdmicos de largo espectro néo tardou a ocorrer (Bradford, 2001).

O primeiro relato de estirpes capazes de hidrolisar estes antibidticos f-
lactdmicos, ocorreu na Alemanha em 1983, onde enzimas do tipo SHV foram isoladas
de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. A analise destas estirpes demonstrou que
a resisténcia se devia a produ¢do de uma PB-lactamase derivada de SHV-1, sendo
denominada SHV-2 (Bradford, 2001; Bush, 2001; Junior et al., 2004). Devido ao facto
do aumento do espectro de accdo, especialmente contra as cefalosporinas de terceira e
quarta geragdo, estas enzimas passaram a ser denominadas de B-lactamases de amplo
espectro (BLAE). Estas enzimas BLAE evoluiram a partir de mutagfes pontuais no
centro activo das [-lactamases classicas TEM-1, TEM-2 e SHV-1 (Bush, 2001;
Samaha-Kfour e Araj, 2003; Sousa, 2006).

Segundo Patenson e Bonomo, as f-lactamases de amplo espectro (BLAE) sdo
definidas como enzimas capazes de conferir a resisténcia das bactérias as penicilinas, as
cefelosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geracao e ao aztreoname (mas néo
as cefamicinas ou aos carbapenemos) através da hidrdlise do anel B-lactdmicos destes
antibidticos, sendo inibidas pelos inibidores das [-lactamases, tal como o &cido
clavulanico (Paterson and Bonomo, 2005).

Escherichia coli e Klebsiella spp. sdo as bactérias onde mais comummente se
verifica a producdo de B-lactamases de amplo espectro, contudo, ja foram detectadas em
diversas espécies de Enterobacteraceae. Actualmente existem centenas de diferentes
tipos de BLAE descritas (Bradford, 2001; Junior et al., 2004).

A presenca destas enzimas em estirpes bacterianas potencialmente patogénicas
constitui um grave problema no tratamento de doencas infecciosas (Junior et al., 2004).
Diversos autores tém verificado um aumento de E. coli produtoras de B-lactamases de
amplo espectro (BLAE) de isolados de animais destinados ao consumo humano,

animais de companhia e mesmo animais selvagens (Costa et al., 2004; Costa et al.,
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2008a; Machado et al., 2008; Poeta et al., 2008; Costa et al., 2009; Poeta et al., 2009;
Carneiro et al., 2010; Gongcalves et al., 2010; Radhouani et al., 2010; Sousa et al.,
2011).

1.6. Resisténcia natural e adquirida aos antibidticos

A resisténcia bacteriana pode ser natural (intrinseca) ou adquirida. A resisténcia
natural € um fendmeno que ocorre de forma natural na auséncia de pressao selectiva dos
antimicrobianos, sendo baseada em genes presentes nos cromossomas e que
normalmente ndo sdo transferiveis. A resisténcia natural observa-se em todos os
membros de uma mesma espécie ou genero, independentemente do seu local de
isolamento (Sefton, 2002; Sousa e Peixe, 2010).

A resisténcia adquirida ocorre numa porcao variavel de isolados de uma espécie
ou género, sendo também varidvel ao longo do tempo e, resulta da aquisicdo de um ou
mais mecanismos de resisténcia. Este tipo de resisténcia resulta da activacdo, mutacao
ou aquisicdo horizontal de genes que expressam um mecanismo bioguimico que
possibilita a sobrevivéncia, e eventualmente, a multiplicacdo da célula microbiana na
presenca de uma concentracdo de antibidtico a qual era anteriormente sensivel (Huycke
et al., 1998; Sefton, 2002; Sousa e Peixe, 2010). A resisténcia adquirida pode ser
classificada de permanente ou temporaria. A resisténcia temporéaria pode ser classificada
de adaptativa e depende das condi¢des de crescimento das bactérias, ao passo que a
permanente depende de mutacGes ou da aquisicdo de DNA extrinseco (Pereira, 2010).

De salientar que, os antibidticos ndo causam mutacBes, mas a que a sua
utilizacdo tende a seleccionar mutantes espontaneos pré-existentes que sdo resistentes.
A transmissdo de DNA entre as bactérias pode ocorrer via transformacdo (processo
muito eficiente onde o DNA do dador é integrado no cromossoma do receptor),
transducdo (transferéncia genética mediada por bacteriéfago) ou conjugacao (processo
pelo qual o DNA ¢é transferido por contacto celular, de um dado para um receptor),
sendo a conjugagéo a via mais importante (Sefton, 2002).

Vaérias estirpes bacterianas podem apresentar resisténcia natural ou intrinseca a
diversos antibioticos. Além da resisténcia intrinseca a muitos antibioticos, determinadas
estirpes adquiriram, ainda, resisténcias mediadas por elementos genéticos mdveis

(plasmideos, transposdes e 0s genes cassete dos integrdes).
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1.7. Elementos genéticos de aquisicéo e transferéncia de genes de resisténcia

Eventos de recombinacdo homologa ou ndo homologa ocorrem frequentemente
entre Elementos Genéticos Mdveis (EGM) e o cromossoma das células hospedeiras. Por
isso, torna-se muitas vezes dificil identificar qual a origem de alguns mddulos genéticos
que aparecem nos cromossomas. Contudo, 0s EGM mais promiscuos transportam genes
que ndo estdo normalmente no cromossoma entre os chamados genes housekeeping.
Estes genes, ditos acessorios, podem desempenhar papeis relevantes nas doencas
infecciosas, na ecologia ou na biotransformacéo (Pereira, 2010).

Os primeiros genes acessorios transportados por plasmideos descritos foram os
genes de resisténcia aos antibidticos no final da década de 60. O aparecimento de
estirpes patogénicas multirresistentes aos antibioticos foi o fendtipo que levou a
descoberta do factor R (plasmideos que codificam genes de resisténcia aos antibioticos).
A caracterizacdo dos factores R mostrou que a multirresisténcia aos antibioticos pode
ser transferivel entre os membros das floras bacterianas e que esta propriedade é
favorecida pela presenca dos agentes selectores. Estas observacdes alertaram a
comunidade cientifica para o papel dos EGM (plasmideos, transposdes e 0s genes
cassete dos integrdes) na dispersdo da multirresisténcia, pondo em risco a utilidade dos
antibidticos no tratamento das doencas bacterianas e para as consequéncias nefastas da
ma utilizacdo dos antibidticos (Griffiths et al., 1998; Pereira, 2010).

Os genes que conferem resisténcia aos antibidticos presentes nas bactérias que
colonizam o Homem provém de vérias fontes, sendo uma das mais importantes as
bactérias produtoras de antibidticos. Estes genes tornam-se moveis, por exemplo, ao
serem flanqueados por sequéncias de insercdo, formando transposdes compostos que
Ihes conferem a capacidade de saltar para outros replicdes os quais veiculam a sua
dispersdo por varios grupos bacterianos (Pereira, 2010).

A aquisicdo de novos genes por transferéncia horizontal estd na origem da
emergéncia de novas epidemias causadas por bactérias comensais. Como no caso de
Escherichia coli, bactéria da microbiota do tubo digestivo dos mamiferos, que pode
causar varios tipos de patologias, dependendo do conjunto de genes de viruléncia que
adquiriu. As estirpes uropatogénicas de Escherichia coli, podem ter mais um milhdo de
pares de bases do que a estirpe de referéncia K-12 (Pereira, 2010).

E possivel que no mesmo elemento genético se localizem vérios genes,

implicados na resisténcia a familias de antibidticos distintas, o que acarreta a existéncia
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de bactérias com fendtipos de multirresisténcia e possibilita a co-selec¢do conjunta. De
referir ainda que os EGM podem também servir de veiculo para a transferéncia de genes
que codificam toxinas e outros factores de viruléncia (Griffiths et al., 1998; Pereira,
2010).

1.7.1. Plasmideos

Os plasmideos sdao moléculas de DNA de cadeia dupla, que se replicam e
perpetuam independentemente do cromossoma bacteriano. Estdo largamente
distribuidos por todas as espécies de procariotas, ndo sdo essenciais para a célula
bacteriana, mas podem conferir novas fungbes que poderdo ser vantajosas em
determinadas condi¢Ges ambientais, o que facilita a sobrevivéncia e propagacdo da
espécie. O numero de copias de um plasmideo por cromossoma pode ser restringido ou
ndo. Genes de resisténcia aos antibidticos e anti-sépticos, genes de factores de viruléncia
e de enzimas, ou ainda, genes que codificam para a sintese de antibi6ticos, podem ser
veiculados por plamideos (Griffiths et al., 1998; Saenz, 2004; Pereira, 2010).

O leque de bactérias onde um plasmideo se pode replicar é variavel. Ha
plasmideos que s6 se replicam em estirpes bacterianas de géneros aparentados, como o
factor F, que se transfere apenas entre enterobactérias aparentadas com Escherichia coli.
Outros, apresentam um espectro mais alargado de grupos bacterianos onde podem
circular. Estes plasmideos encontram-se quer em bactérias Gram-negativo, quer em
bactérias Gram-positivo (Griffiths et al., 1998; Pereira, 2010).

Uma bactéria poderd conter plasmideos que ndo se encontrem em numero
expressivo e, que contenham genes de resisténcia a antibioticos. No entanto, no caso de
haver uma pressdo selectiva devido ao uso de antibioticos, verificasse uma selec¢do das
estirpes bacterianas que possuem estes plasmideos. Um Unico plasmideo pode conter
varios genes codificadores de resisténcia e conferir um fen6tipo multirresistente a
estirpe onde se insere. No entanto, as bactérias ndo necessitam de plasmideos para
sobreviver, e muitos deles perdem-se na auséncia de pressdo selectiva (Saenz, 2004;
Bennett, 2008).

Uma das maiores dificuldades da terapéutica no combate as infec¢des causadas
por bactérias verifica-se devido a transferéncia dos plasmideos que possuem genes de
resisténcia. Os plasmideos podem, ainda, estar semi-inseridos em outros elementos

genéticos moveis, como integres e transposdes. A obtencdo de novas resisténcias é,
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maioritariamente, devida a transferéncia destes elementos genéticos (Saenz, 2004;
Pereira, 2010).

1.7.2. Transposoes

Os transposOes sdo segmentos de DNA linear delimitados por sequéncias de
nucledtidos repetidas e invertidas, podem saltar de um local par outro de um replicéo,
ou entre replicdes, de forma independente das funcbes da célula hospedeira. A
recombinacédo por transposicao é ilegitima, visto que ocorre sem haver homologia entre
sequéncias do transposdo e do DNA alvo e, é mediada pela accdo de uma enzima
particular, a transposase. Os transposfes codificam para a sua propria transposase e
podem transportar maltiplas func@es, tais como resisténcia aos antibidticos, factores de
viruléncia entre outras. Mais de 500 transposfes diferentes foram caracterizados
oriundos de um vasto leque de grupos bacterianos (Griffiths et al., 1998; Séenz, 2004;
Pereira, 2010).

Os transposdes mais simples, as sequéncias de insercdo (IS), sdo constituidos
apenas por um segmento que codifica para a transposase e sao delimitados por
sequéncias idénticas, ou muito semelhantes, de repeticdo invertida. O tamanho das IS
varia entre 780 pb a 2,5 kb. Cada tipo de IS tem as suas proprias sequéncias invertidas
de comprimento diverso entre 15 a 25 pares de bases. A presenca de varios transposoes
num mesmo plasmideo é frequente, sendo possivel que numa sé transferéncia entre
celulas bacterianas possa haver a troca de varios genes de resisténcia (Madigan et al.,
2000; Pereira, 2010). De notar que todos os genes de resisténcia estdo incluidos em
transposGes compostos e ndo compostos, evidenciando a importancia destes elementos

na evolucado para a multirresisténcia (Pereira, 2010).

1.7.3. Integroes

Os integrées foram descritos no inicio dos anos 80 e possuem a informacéao
genética para codificar uma proteina capaz de integrar ou libertar elementos moveis tais
como 0s genes de resisténcia aos antibidticos. Esta proteina, denominada integrase,
integra genes (0s genes cassete) nos integrbes. Este mecanismo ocorre mediante
recombinacdo especifica e verifica-se que os integrfes possuem, também, um promotor

que permite, posteriormente, a expressdao dos genes recentemente integrados. As
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integrases podem promover a evolucdo de elementos genéticos moveis. Em todos o0s
transposodes, o local de insercdo (att) esta flanqueado a esquerda (extremidade 5°) por
um segmento que inclui um gene que codifica uma integrase/recombinase (int) e um
promotor forte P (P2) e a direita (extremidade 3’), por um segmento conservado que
contém o gene de resisténcia as sulfonamidas (sull), a este conjunto chama-se integrao.
Por vezes, verifica-se a existéncia de dois promotores, sendo que o segundo apenas
incrementa 0 grau de expressdo dos genes integrados (Carattoli, 2001; Saenz, 2004;
Pereira, 2010).

Os genes cassete podem aparecer sob a forma de moléculas circulares de DNA,
mas nos integrdes é mais frequente encontrd-los como sequencias lineares. Os genes
cassete possuem, geralmente, apenas um gene sendo na sua maioria de resisténcia a
antibidticos, encontrando-se na sua extremidade 3’ uma sequéncia de recombinagdo
especifica (attC). A integrase reconhece esta sequéncia attC e, através do local receptor
(att), permite tanto a integracdo dos genes como a sua extracdo (Séenz, 2004; Pereira,
2010). A ligacédo att-attC é mais especifica que a ligagdo attC-attC, assim, quando ha
inser¢do de um novo gene cassete, este vai ficar mais perto do(s) promotor(es) do que o
gene cassete mais antigo. O novo gene, como fica colocado mais perto do(s)
promotor(es), vai ter uma maior expressao (Collins and Hall, 1995).

Através da sequéncia da integrase foi possivel diferenciar 9 classes diferentes de
integrdes, sendo que nem todas possuem genes cassete codificadores de resisténcias a
antibidticos. Os integrdes mais frequentes (integrdes de classe 1), caracterizam-se por
possuir duas regides conservadas, a 5’ onde se encontra o gene da integrase (int) e a 3’
onde se encontra 0s genes gacEALI e sull, associados a resisténcia a compostos amaénio
quaternario e a resisténcia a sulfonamidas, respectivamente. Possuem ainda um
fragmento de leitura “open reading frame” (ORF) denominado orf513 (Carattoli, 2001,
Saenz, 2004; Sousa e Peixe, 2010).

Os integrbes presentes em alguns tipos de transposdes captam genes de
resisténcia moveis, construindo unidades modulares de multirresisténcia. Atraves deste
tipo de mecanismo consegue-se reunir varios modulos de genes de resisténcia no
mesmo plasmideo, que pode ser transferido para outras bactérias em apenas um evento
conjugativo (Pereira, 2010).

Esta variabilidade na susceptibilidade bacteriana aos antibiéticos justifica a
realizacdo do antibiograma, de forma a conduzir a uma adequada escolha terapéutica.

MutacGes em genes especificos ou a aquisicdo horizontal de genes de resisténcia
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localizados em DNA movel (plasmideos e transposdes), constituem as bases genéticas
dos mecanismos de resisténcia adquirida. Pela possibilidade de rapidamente
proporcionarem adaptacdo resultante do uso de multiplos antibidticos, os elementos
genéticos transferiveis que codificam resisténcia assumem uma particular importancia
(Pereira, 2010; Sousa e Peixe, 2010).

1.8. Factores de viruléncia

A aquisicdo de factores de viruléncia reflecte o resultado de um processo de
selecgdo natural apds exposicao de um microrganismo aos mecanismos de defesa de um
hospedeiro. Quando uma bactéria se replica quer no meio ambiente, quer num
hospedeiro ou quando passa de um hospedeiro para outro diferente ou quando muda de
compartimento dentro do mesmo hospedeiro, a expressdo de diferentes factores de
viruléncia é induzida de modo a melhor adaptar o microrganismo ao habitat onde
necessita sobreviver e proliferar (Appelberg, 2010).

A evolucdo da viruléncia das bactérias ocorre de diversas vias. Recentemente,
com base em estudos gendmicos, tem-se tornado claro que a transferéncia genética
horizontal é uma das principais vias de aquisicdo de factores de viruléncia entre
bactérias (Appelberg, 2010; Pereira, 2010).

A aquisicdo de novos genes por transferéncia horizontal esta na origem de
emergéncia de novas epidemias causadas por bactérias comensais. Por exemplo, a
habilidade de E. coli causar doenca em humanos é devida a expressao do conjunto de
genes de viruléncia que adquiriu (Pereira, 2010). Os genes responsaveis pela
codificacdo dos factores de viruléncia podem estar localizados tanto no cromossoma
como em plasmideos ou fagos. No cromossoma, 0s genes que codificam os factores de
viruléncia sdo encontrados em zonas do cromossoma bacteriano com caracteristicas
peculiares e conhecidas como ilhas de patogenicidade (PAI) (Appelberg, 2010).

A patogenecidade das estirpes de E. coli é caracterizada pela forma como a
bactéria se liga ao hospedeiro, a producdo de toxinas e ao modo de invasdo. Entre 0s
factores de viruléncia mais comummente encontrados, salientam-se: 1- endotoxinas
(antigénio O da parede celular), correspondem a lipopolissacaridos (LPS) presentes na
parede bacterianas; 2- exotoxinas (verotoxinas-VT, enterotoxinas); 3- propriedades que
permitem a multiplicagdo em meios com restricdo de ferro (sidero6foros), através da

producdo de hemolisina; 4- multirresisténcia aos antibioticos; 5- colonizacdo celular,

31



Revisdo Bibliografica

presenca de fimbrias (adesinas) ou pili e; 6- presenca de flagelos (antigenio H)
(Sussman, 1997).

A patogenecidade em E. coli ¢ um mecanismo multifactorial e complexo que,
por norma, envolve varios factores de viruléncia. Por vezes, a presenca de um anico
factor de viruléncia numa estirpe de E. coli comensal ndo a torna patogénica, sendo
necessaria a combinacdo de mais factores de viruléncia para que a estirpe em causa se
torne patogénica. Os factores de viruléncia conferem uma vantagem selectiva
relativamente as estirpes que 0s possuem em comparagao com as estirpes comensais que

ndo os manifestam (Kuhnert et al., 2000).

1.9. Grupos filogenéticos em Escherichia coli

Devido a fendmenos evolutivos varios grupos bacterianos tém-se separado
dentro da mesma espécie. A existéncia de distintos grupos filogenéticos ou “sub-
espécies” em Escherichia coli ha muito que é conhecida e que se encontra documentada
(Wirth et al., 2006; Gordon et al., 2008). Actualmente, existem quatro grupos
filogenéticos distintos e devidamente identificados, os grupos A, B1, B2 e D (Clermont
et al., 2000).

Os diferentes grupos filogenéticos foram descritos através da electroforese de
enzimas multilocus (MLEE) e de “Multilocus Sequence Typing” (MLST). No entanto,
estas técnicas sdo complexas e muito trabalhosas (Clermont et al., 2000). Posto isto,
Clermont e colaboradoes (2000) desenvolveram uma metodologia, com base na
combinacdo de trés PCR distintas, para que de uma forma mais rapida e simples se
pudesse classificar filogeneticamente Escherichia coli (Clermont et al., 2000; Gordon et
al., 2008).

A metodologia desenvolvida por Clermont e colaboradores, (2000) para a
caracterizacdo filogenética de E. coli (Figura 2), baseia-se na combinagdo de trés PCR
distintas, tendo como base a presenca ou auséncia do: i) gene chuA, que se encontra
relacionado com o transporte de ferro em E. coli enterohemorrdgica O157:H7
(Bonacorsi et al., 2000; Torres and Payne, 1997); ii) do gene yjaA cuja funcdo ainda é
desconhecida (identificado no genoma de E. coli K12) (Blattener et al., 1997) e; iii) um
fragmento de DNA designado TspE4.C2 (Clermont et al., 2000; Gordon et al., 2008).
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Estudos demonstraram que, as estirpes virulentas classificam-se, regra geral, no
grupo B2, porém algumas podem ser classificadas no grupo D. Por outro lado, os
isolados comensais pertencem aos grupos A e B1 (Sabaté et al., 2006).

As estirpes dos quarto grupos filogenéticos diferem entre si ao nivel das
caracteristicas fenotipicas, incluindo a habilidade na utilizacdo de diferentes acucares,
perfil de resisténcia a antibidticos, bem como a temperatura dptima de crescimento
(Gordon et al., 2008). A distribuicdo (presenga ou auséncia) de determinados factores
de viruléncia, assim como 0s seus nichos ecoldgicos, também sofre variacdes ao longo

dos diferentes grupos filogenéticos (Johnson et al., 2001a).

chuA

tspE4C2 yiaA

\ J | )
| |

Estirpes Estirpes
Comensais Patogénicas

Figura 2: Esquema representativo do sistema de PCR que permite identificar o grupo filogenético, em

estirpes de E. coli (Clermont et al., 2000).

As estirpes pertencentes aos grupos filogenéticos A e B1, sdo estirpes
tipicamente comensais, sendo excepcionalmente, descritas como causa de infecgdes
extra-intestinais. Nos casos onde s&o descritas como causa de infeccOes extra-
intestinais, tal € devido a transferéncia horizontal de genes codificadores de viruléncia
(Johnson et al., 2001a; Johnson et al., 2001b; Sabaté et al., 2006).

A maioria das estirpes extra-intestinais de E. coli, bem como a maioria dos

factores de viruléncia extra-intestinais pertencem ao grupo filogenético B2. Neste grupo
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filogenético encontram-se alguns dos clones mais virulentos de E. coli, como por
exemplo 0 O18:K1:H7 e 0 O4:K12:H5 (Johnson et al., 2001a; Johnson et al., 2002;
Sabaté et al., 2006).

O grupo filogenético D é o segundo grupo mais comummente envolvido em
infeccOes extra-intestinais, possuindo um menor ndmero de factores de viruléncia
quando comparado com o grupo filogenético B2. Clones como o O15:K52:H1 e o
O7:K1:H-, pertencem a este grupo (Johnson et al., 2001a; Sabaté et al., 2006).

1.10. Interesse do estudo da resisténcia aos antibiéticos em isolados de E. coli

obtidos de carne de frango. Um problema de Seguranca Alimentar

O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos estd associado a mutacGes
espontaneas e a transferéncia horizontal de elementos genéticos mdveis e mobilizaveis
que possuem determinados genes. Estes eventos conferem variabilidade genética aos
microrganismos, que se torna vantajosa em ambientes com elevada presséo selectiva
(Kapil, 2005; Linares-Rodrigues and Martinez-Menéndez, 2005; Pereira, 2010).

Devido ao facto de se encontrar em diferentes nichos ecol6gicos como a
microflora intestinal de humanos e animais, amostras ambientais (&4gua, alimentos),
assim como em situagdes clinicas, E. coli pode servir como “indicador de resisténcia”
dado que é submetida a diferentes situacdes de stress pelo uso de antibioticos, o que
facilita a aquisicdo e disseminacdo de determinantes de resisténcia. O uso de E. coli
como bactéria “indicadora” é também importante porque uma alteracdo nos niveis de
resisténcia a distintos antibioticos nesta espécie bacteriana pode servir como “indicio”
antecipado da resisténcia em bactérias potencialmente patogénicas. E. coli € ideal para
realizar estudos de vigilancia da resisténcia em distintos ecossistemas com o objectivo
de analisar a sua evolugdo no tempo e de poder dispor de dados que permitam levar a
bom termo politicas de uso prudente de antibidticos (Oteo et al., 2002; Schroeder et al.,
2003; Schroeder et al., 2004; Oguttu et al., 2008).

Septicemia ou colibacilose, causada por E. coli, sdo patologias comuns em aves
de exploragdo, que por vezes surgem como infeccdo secundaria a outras (invasor
oportunista). Actualmente, E. coli, € tida como um dos principais agentes patogenicos
em clinica avicola, sendo uma das principais razdes para 0 uso de antibidticos com fins
medicinais nestes animais (Gross, 1991; Jordan, 2001). O uso generalizado de

antibioticos no ambiente de produgdo animal, como agentes terapéuticos veterinarios,
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profilacticos ou promotores de crescimento tem, nos ultimos anos, seleccionados
isolados bacterianos com resisténcia maltipla. O possivel impacto dos antibioticos e das
bactérias resistentes na satde publica, ao longo das uUltimas décadas, impeliu a Unido
Europeia a abolir progressivamente a utilizacdo de antibidticos como promotores de
crescimento animal, tendo este processo culminado em Janeiro de 2006 (Casewell et al.,
2003; Regulamento (CE) n°1831/2003).

Um estudo realizado em 2004 por Yang e colaboradores, revelou que sero6tipos
patogénicos de E. coli em aves, apresentavam uma elevada capacidade de dispersao
entre animais criados na mesma exploragdo. Deste modo verifica-se que estes serétipos
s80 0S que mais vezes sao expostos aos antibidticos, sofrendo consequentemente uma
maior presséo selectiva (Yang et al., 2004).

Pelo facto de a maioria dos animais ser naturalmente colonizados por E. coli no
seu tracto gastrintestinal, ndo é de surpreender o seu isolamento em alimentos de origem
animal. A exposicdo da carne a contaminagdes por microrganismos ocorre em todas as
fazes do ciclo da cadeia alimentar, que tem inicio nos matadouros e que acaba no mesa
do consumidor. Os alimentos de origem animal podem ser contaminados de varios
modos, sendo que, as principais vias de contaminacdo destes alimentos sdo, a
contaminacdo durante o abate, principalmente durante a evisceracdo dos animais, ou
através de processos de contaminacao indirecta, por contacto dos alimentos com agua,
superficies, materiais ou mesmo manipuladores. No caso de contaminacdo indirecta 0s
alimentos séo colonizados devido ao contacto com manipuladores, superficies, materiais
ou agua contaminados (contaminacdo fecal) (Schroeder et al., 2003; Janda and Abbott,
2006).

Em ambos os casos pode ocorrer uma posterior disseminacdo do problema por
manuseamento incorrecto, nomeadamente o abuso de temperaturas de conservagdo ou
tratamento térmico inadequado. No caso de haver contaminacdo indirecta dos alimentos,
a contaminacdo deve-se a uma falta de higiene na manipulacdo, da limpeza e/ou
desinfeccdo das superficies e/ou materiais que contactam directamente com o alimento
ou mesmo dos manipuladores (Schroeder et al., 2003; Janda and Abbott, 2006).

Deste modo, as estirpes multirresistentes podem infectar o Homem directamente,
por contacto, ou indirectamente, através da ingestdo de carne que ndo tenha sofrido um
tratamento térmico capaz de eliminar E. coli. Consequentemente, estas estirpes
colonizam o tracto gastrintestinal humano, contribuindo assim com genes de resisténcia

para a microflora enddgena e que podem ser trocados entre diferentes bactérias. Deste
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modo, pode ocorrer seleccdo de bactérias com mecanismo de resisténcia aos
antibidticos, ndo s6 a bactérias comensais como, também, a bactérias clinicas
causadoras de infeccdo. E de extrema importancia referir que Escherichia coli possui
uma capacidade eximia para adquirir e transmitir genes de resisténcia, mesmo a
bacteérias filogeneticamente afastadas (Martel et al., 2003; Saenz, 2004; Schroeder et al.,
2004; Costa, 2006).
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CAPITULO 2 - OBJECTIVOS

Nos ultimos anos tem aumentado a preocupacdo acerca da seguranca dos
alimentos que ingerimos. Neste despertar de consciéncia, a primeira preocupacao recai
sobre as etapas da cadeia alimentar mais proximas da nossa condi¢do inata de
consumidores. No entanto, hoje sabemos que quanto mais cedo comecarmos a tomar
medidas para evitar a presenca de perigos para a saude publica, melhores resultados
teremos a jusante, uma vez que alguns perigos para a saude publica podem aparecer
logo no inicio da cadeia de producdo de alimentos. Neste sentido e devido a propagacéao
de resisténcia aos antibidticos ao longo de toda a cadeia alimentar, diversas
organizagOes aconselham a implementacdo de programas de vigilancia relativamente a
bactérias isoladas de animais, alimentos e humanos, ao longo de toda a cadeia alimentar.

Hoje em dia, por questbes de saude, o consumo de carnes brancas, como a de
frango, é cada vez mais elevado, sendo umas das carnes mais consumidas. Sabe-se que
na producdo intensiva de aves, E. coli é um dos principais agentes causadores de
doenca.

Neste sentido, este trabalho tem por objectivo estudar a colonizacdo e a
resisténcia aos antibidticos em estirpes de E. coli provenientes de amostras de carne de
frango destinada a consumo humano, tendo como especial interesse, a pesquisa de
estirpes produtoras de f-lactamases de amplo espectro (BLAE), bem como a pesquisa

da presenca de factores de viruléncia.

Os objectivos especificos deste trabalho sdo:

1. Estudar a colonizagdo por estirpes de E. coli em amostras de frango (amostras de
asas, peito, coxas, pele e moelas) destinado ao consumo humano, a partir de placas
com meio de cultura ndo suplementado com cefotaxima.

1.1- Determinar os fenotipos de resisténcia a 16 antibidticos (amocixilina
+ acido clavulanico, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, aztreonam,
ampicilina, imipenemo, gentamicina, amicacina, tobramicina,
cloranfenicol, tetra ciclina, ciprofloxacina, &cido nalidixico,
estreptomicina e sulfametoxazol-trimetropim) e caracterizar o

mecanismo de resisténcia.
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2. Estudar a colonizacéo por estirpes de E. coli produtoras de B-lactamases de amplo

espectro (BLAE), em amostras de frango (amostras de asas, peito, coxas, pele e

moelas) destinado ao consumo humano, a partir de placas com meio de cultura

suplementado com cefotaxima.

2.1-

2.2-

Determinar os fendtipos de resisténcia a 16 antibidticos
(amocixilina + acido clavulanico, cefotaxima, cefoxitina,
ceftazidima, aztreonam, ampicilina, imipenemo, gentamicina,
amicacina, tobramicina, cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacina,
acido nalidixico, estreptomicina e sulfametoxazol- trimetropim) e

caracterizar o mecanismo de resisténcia.

Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente a resisténcia aos
B-lactamicos através da producdo das P-lactamases de amplo
espectro (BLAE).

3. Detectar através de PCR, factores de viruléncia nas estirpes de E. coli isoladas de

placas de Levine com suplemento de cefotaxima (2pg/ml).

3.1-

Identificar os genes codificadores de viruléncia (aer, fimA, papG,

papC, cnfl e stx).

4. Classificar nos respectivos grupos filogenéticos, através de PCR, as estirpes de E.

coli isoladas de placas de Levine com suplemento de cefotaxima (2ug/ml).
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CAPITULO 3- MATERIAL E METODOS
3.1. Amostras de frango

Vinte e nove produtos de frango (6 cuvetes de asas, 6 cuvetes de peito, 6 cuvetes
de coxas, 5 cuvetes de moelas) assim como 6 amostras de pele (correspondentes a um
numero indeterminado de animais), foram analisados para a deteccéo de isolados de E.
coli (1 amostra = 1 cuvete) e estudo de resisténcia a antibidticos, com especial interesse
na deteccéo de B-lactamases de amplo espectro (BLAE). Os produtos foram adquiridos
em 3 diferentes supermercados em Vila Real, Portugal, durante o periodo compreendido

entre Setembro e Dezembro de 2007.

3.2. Meios de cultura, provas de identificagcdo e antibidticos utilizados

3.2.1. Meios de cultura

Durante a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas diversos meios de cultura
necessarios para a realizacdo das diversas metodologias utilizadas. Os meios de cultura

utilizados no decurso deste trabalho foram (Anexo 1):

i) Eosin Methylene Blue Agar (Levine) — Meio selectivo e diferencial para o
isolamento de bactérias entéricas Gram-Negativas.

i) Brain-Heart-Infusion (BHI) — Meio ndo selectivo, muito nutritivo, utilizado

para o crescimento de bactérias.

iii) Mueller-Hinton agar (MH) — Meio utilizado para a determinagdo da

sensibilidade aos antibioticos.

iv) Skim milk — Meio usado para conservar os isolados a temperaturas de

congelagdo.
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3.2.2. Provas de identificacdo

Para identificar com exactiddo as coldnias que correspondiam a E. coli daquelas

que se assemelhavam fenotipicamente com esta espécie, procedeu-se a realizacdo das

seguintes provas bioquimicas de identificacéo:

- Agar - ferro e triplo acucar (TSI - Triple Sugar lron): prova de

identificacdo que tem por base a capacidade dos microrganismos fermentarem a

sacarose, lactose e/ou glicose e produzirem gas ou sulfureto de ferro.

- Ureia: prova de identificacdo que tem por base o facto de os microrganismos

possuirem ou ndo a enzima urease capaz de hidrolisar a ureia. Para se identificar como

positivo ou negativo o teste, verificamos se existe uma mudanca de cor no meio devido

a hidrélise da ureia.

- IMVIC - Indol, Metil-Red, Voges-proskauer e Citrato:

Indol — prova de identificacdo que consiste num caldo de peptona
rico em triptofano, o qual, na presenca da triptofanase, é
degradado em indol e NH,". Apds 24 horas a 37°C, a reacgio
positiva € indicada pela formacdo de um anel vermelho a
superficie do meio aquando da adicdo de reagente de Kovac.
Metil-Red (MR) — prova de identificacdo que tem por base a
capacidade de os microrganismos degradarem a glicose com
producdo de &cido acético, acetilacético e formico, provocando
consequentemente uma acidificacdo do meio. Ap6s inoculagdo
das colonias durante 24 horas a 37°C, num meio composto por
glicose-fosfato, a adi¢do do reagente vermelho de metilo permite
identificar, através da mudanca de cor, se a reac¢do é positiva.
Voges-Proskauer (VP) - prova de identificacdo que tem por base
a capacidade de os microrganismos degradarem a glicose com
producdo de acetil-metil-carbinol. Apds inoculacdo das colonias
durante 24 horas a 37°C, num meio composto por glicose-fosfato,
a adi¢do dos reagentes VP1 (KOH a 40%) ¢ VP2 (a-naftanol a
5% em é&lcool etilico) permite identificar, através da mudanca de

cor, se a reaccao e positiva.
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e Citrato — prova de identificacdo que tem por base a capacidade
de os microrganismos utilizarem o citrato de sédio como Unica
fonte de carbono. Apés a incubacdo das bactérias, durante 24
horas a 37°C, a reacgdo positiva implica a mudanca de cor do
meio de verde para azul.

Escherichia coli apresenta as seguintes caracteristicas: fermenta a glicose e
lactose com producdo de gas no teste do TSI; ndo possui a enzima urease; possui
triptofanase, degradando o triptofano com producéo de indol e NH,"; degrada a glicose
com producdo de &cido acético, acetilacético e formico, sem producéo de acetil-metil-
carbinol e ndo utiliza o citrato de sédio como unica fonte de carbono [TSI - (+); Ureia -
(), Indol - (+), MR - (+); VP - (-); Citrato - (-)].

- API (Analytical Profile index) 20E (bioMérieux): o sistema APl 20E é uma
versdo miniaturizada das provas bioguimicas convencionais usada para identificacdo
das Enterobacteriae e outros bacilos Gram-negativos. E um sistema de microtubos
pronto a usar que permite realizar 20 provas em culturas puras isoladas apropriadamente

num meio de cultura.

3.2.3. Antibidticos utilizados

No decorrer deste trabalho foram usados varios antibi6ticos:

i)  Utilizou-se a cefotaxima 2ug/ml, para incorporar no meio de Levine
de forma a isolar as estirpes produtoras de PB-lactamases de largo
expectro (BLLE).

ii) Para a realizacdo dos antibiogramas utilizaram-se discos de
antibidticos da Oxoid. Foi determinada a sensibilidade aos seguintes
antibidticos:

e Ampicilina — 10ug

e Acido nalidixico — 30ug

e Tetraciclina — 30ug

e Sulfametoxazol-trimetropim — 1,25+23,75ug
e Estreptomicina — 10ug
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e Cefoxitina — 30pug
e Aztreonam — 30ug
e Ciprofloxacina — 5ug
e Cloranfenicol — 30ug
e Gentamicina — 10ug
e Amoxicilina + Acido clavulanico — 20+10pg
e Amicacina — 30pg
e Tobramicina — 10ug
e Imipenemo — 10ug
e Ceftazidima — 30ug
e Cefotaxima — 30ug
Todos os antibidticos foram utilizados segundo as recomendaces do CLSI
(CLSI, 2010). Os halos de inibicéo de cada antibidtico estdo indicados na tabela 3.

Tabela 3: Antibioticos usados e respectivo valor dos halos de inibi¢do (CLSI, 2010).

Halos de inibi¢do (mm)

Antibiotico
Resistente Intermédio Sensivel

Cloranfenicol <12 13-17 >18
Tetraciclina <14 15-18 >19
Acido nalidixico <13 14-18 >19
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Ampicilina <13 14-16 >17
Tobramicina <12 13-14 >15
Amicacina <14 15-16 >17
Gentamicina <12 13-14 >15
Estreptomicina <11 12-14 >15
Amoxicilina + &cido cluvulanico <13 14-17 >18
Ceftazidima <14 15-17 >18
Cefotaxima <14 15-22 >23
Cefoxitina <14 15-17 >18
Aztreonam <15 16-21 >22
Imipenemo <13 14-15 >16
Sulfametoxazol-trimetropim <10 11-15 >16
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3.3. Procedimento experimental

3.3.1. Processamento das amostras

A partir das amostras recolhidas, maceraram-se 2 a 3g de cada amostra (1
amostra = 1 cuvete), e posteriormente diluiram-se em solucdo salina tamponada, de
forma a fomentar o crescimento bacteriano. As solugdes foram colocadas na estufa a
37°C entre 24 e 48 horas. O restante de cada amostra foi guardado a temperaturas de
congelacao (-20°C).

Apos a diluicdo, as amostras de frango foram semeadas com o auxilio de uma
zaragatoa esterilizada em placas de meio selectivo Levine suplementadas cefotaxima
(2ug/ml) e placas ndo suplementadas com antibidtico. Todas as placas foram,
posteriormente, colocadas na estufa a 37°C, durante 24 a 48h. ApOs sucessivas
repicagens, até ao seu completo isolamento, escolheram-se, aleatoriamente, uma colénia
por placa, presumivelmente de E. coli, a qual foi repicada para meio de BHI agar e
colocada a 37°C durante 24 horas, para potenciar o crescimento exponencial da bactéria.

As colonias seleccionadas foram identificadas por métodos microbioldgicos,
bioguimicos e moleculares de forma a avaliar quais correspondiam efectivamente a E.
coli. Para tal cada isolado foi submetido a coloracdo pelo método de Gram e aos testes
TSI, ureia, indol, Vermelho de metilo, “Voges-Proskauer” e citrato. As bactérias com
morfologia de bacilos, Gram-negativas, com resultados positivos na prova do indol e
vermelho de metilo, negativos para “voges-Proskauer”, teste do citrato e para o teste da
ureia e que fermentam a glicose e a sacarose com producdo de gas, no teste do TSI,
foram identificados como sendo Escherichia coli. A confirmacdo desta espécie
bacteriana realizou-se usando o sistema API20E.

Por ultimo, os isolados de E. coli identificados foram guardados em meio de
leite desidratado e de seguida armazenados a -20°C. Todos os cuidados de esterilizacdo

foram tomados em consideragdo, durante a elaboragéo deste trabalho experimental.

3.3.2. Estudo da sensibilidade a antibioticos

Para se proceder a determinacdo da sensibilidade a antibidticos, descongelaram-

se todas as amostras guardadas e repicaram-se para BHI agar a 37°C, durante 24 a 48h.
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Efectuou-se o metodo da difusdo em agar de forma a determinar se os isolados
sdo sensiveis, de sensibilidade intermédia ou resistentes através da técnica de Kirby-

Bauer.
3.3.2.1. Método da difusdo em agar pela técnica de Kirby-Bauer
Este método foi realizado e interpretado seguindo as normas do CLSI (CLSI,

2010).

Preparacdo do indculo: semeou-se uma coldnia, proveniente de uma placa com a

estirpe pura, em BHI-agar e inocubou-se a 37°C, durante 24 horas. Desta placa,
recolheram-se 3 a 4 coldnias para um tubo de ensaio com 3ml de solucdo salina
esterilizada (NaCl a 0,9%) até se obter uma turvacdo equivalente a 0,5 da escala de
McFarland.

Inoculacdo da placa: com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada, semeou-se a

superficie de uma placa de MH na sua totalidade, de uma forma homogénea.
Colocaram-se, de seguida e com a ajuda de uma pinga, os discos de antibidtico (até um
méaximo de 6 discos por placa). Incubaram-se as placas a 37°C durante 24h e mediram-
se, posteriormente, os diametros dos halos de inibicdo de forma a determinar se o

isolado é sensivel, de sensibilidade intermédia ou resistente.

3.3.2.2. Determinacdo fenotipica da producdo de B-lactamases de amplo
espectro (BLAE)

Para verificar fenotipicamente, se os isolados de E. coli eram produtores de p-
lactamases de amplo espectro (BLAE), colocou-se numa das placas de Muller-Hilton
(MH) os antibiodticos ceftazidima, cefotaxima, aztreonam e a amoxicilina + &acido
clavulanico. Os discos dos antibioticos sdo colocados a cerca de 2 centimetros entre si e,
dispostos como o indicado na Figura 3. Incubou-se a placa a 37 °C durante 24 horas. O
fendtipo positivo para producdo de BLAE verifica-se quando, junto da &rea de interface
entre os discos de ceftazidima, cefotaxima e aztreonam com o de amoxicilina + acido
clavulanico, se observa uma ampliacdo do halo de inibicdo denominada de zona
fantasma (““ghost zone”). Este ampliacdo do halo deve-se a inibicdo das BLAE por parte
do é&cido clavulanico, permitindo a actuacdo da amoxicilina (Figura 3) (Livermore,
1995).
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Figura 3: Fendtipo positivo para a produgdo de p-lactamases de amplo espectro (BLAE) (imagem do
autor). AMC- amoxicilina + &cido clavulanico; CAZ- ceftazidima; CTX- cefotaxima; ATM- aztreonam;
GZ- “Ghost zone”.

3.3.3. Extraccéo e quantificacdo de DNA

Para se proceder a extraccdo de DNA de E. coli suspendeu-se uma cultura pura,
num eppendorf, com 0,5ml de agua destilada esterilizada. Colocou-se num banho a
100°C durante 8 minutos, ap6s o qual se agitou vigorosamente no vortex. Centrifugou-
se a 12.000 rpm durante 2 minutos.

A quantidade de DNA extraido foi medida com um espectrofotometro utilizando
o aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc., USA).
Ap6s medido o branco com agua esterilizada (utilizando a mesma agua utilizada para a
extraccdo de DNA), inoculou-se 1,5ul de DNA da amostra testada, a partir da qual o
programa determinou a concentracdo e a pureza do DNA. O nivel de pureza das
amostras é indicado pela relagdo da absorvancia a 260 e 280 nm, definindo-se como
valores Optimos a absorvancia entre 1,80 e 1,90 e a concentracao entre 200 e 800 ng. O
DNA extraido foi guardado a 4°C.
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3.3.4. Reaccgdo em cadeia da polimerase (PCR)

O produto da reaccdo de PCR foi preparado para um volume final de 50ul,

utilizando os componentes descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Componentes e concentragdes usadas para a reac¢ao de PCR.

Concentragdo final da

Componentes Concentracéo Volume por tubo y
reacgao
Primer directo 25uM 1ul 0,5uM
Primer reverso 25uM 1ul 0,5uM
BIOTAQ™ DNA
) 5U/ul 0.3ul 1,5U
polimerase
Tampéo de reacgéo 10X 5ul 1X
MgCl, 50mM 1.5ul 1,5mM
dNTP’s 10mM 1ul 0,2mM
DNA - 10ul -
Agua miliQ esterilizada - Até perfazer 50pl -

As reaccdes em cadeia por accao da polimerase realizaram-se num termociclador
Biometra T3000 Thermocycler e, os primers utilizados foram sintetizados por Sigma-
Aldrich. Em todas as reac¢fes de PCR inclui-se um controlo positivo e dois controlos
negativos (um sem DNA e outro sem primers) substituidos, em ambos os casos, por
volume correspondente com agua miliQ estéril. Os controlos positivos utilizados fazem

parte da coleccdo da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.
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3.3.4.1. Primers e condicBes de PCR utilizados

As sequencias dos primers, condi¢des de amplificagdo da reaccdo de PCR e 0

tamanho do fragmento de DNA amplificado em cada caso estdo descritos nas Tabelas 5

a8.

Tabela 5: Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para genes codificadores de resisténcia a

antibiéticos em E. coli.

Primers (sequéncia 5’ a 3°)

Condicoes de

Referéncia (Banda obtida)

amplificacio

92°C 3’ 1 ciclo
gyrA 92°C 257 Oram and Fisher, 1991
TACACCGGTCAACATTGAGG 64°C 1°  32ciclos (648 pb)
TTAATGATTGCCGCCGTCGG 72°C 250

72°C 3’ 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo
parC 94°C I’ Vila et al., 1996
AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 55°C 1’ 30 ciclos (395 pb)
GTGGTGCCGTTAAGCAAA 72°C 1’

72°C 3 1 ciclo

94°C 5 1 ciclo
aadA 94°C I Madsen et al., 2000
GCAGCGCAATGACATTCTTG 60°C 1’ 35 ciclos (282 ph)
ATCCTTCGGCGCGATTTTG 72°C 1’

72°C 8 1ciclo

94°C 5’ 1 ciclo
cmlA 9C I Saenz, 2004
TGTCATTTACGGCATACTCG 55°C 1’ 30ciclos (455 pb)
ATCAGGCATCCCATTCCCAT 2°C T

72°C T 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo
blarem 94°C 1°¢ .
ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 60°C 1' 30 ciclos Belaaouay et al., 1994
TTCTTGAAGACGAAAGGGC 72°C 10 (1150 pb)

72°C 10" 1ciclo

96°C 5 1ciclo

96°C 15 .
bIaSH\/ o o . Pitout et al., 1998
CACTCAAGGATGTATTGTG S2°C 157 24 ciclos (885 pb)
TTAGCGTTGCCAGTGCTCG e 2

72°C 1 ciclo
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Tabela 5 (continuacdo): Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para genes codificadores de

resisténcia a antibiéticos em E. coli.

Primers (sequéncia 5’ a 3°)

Condicbes de
¢ Referéncia (Banda obtida)

amplificacao

96°C 5’ 1 ciclo

96°C 1’
blaoxa1 . , ) Steward et al., 2001
ACACAATACATATCAACTTCGC I (813 ph)

72°C 2 P

AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

72°C 10° 1 ciclo

blacTx-mo

GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC

94°C 3 1 ciclo

HC 45 Simarro et al., 2000
60°C 45 35 ciclos b
72C 457 (856 pb)

72°C 10° 1 ciclo

94°C 7’ 1 ciclo

blacrx.wsq we s Pagani et al., 2003
GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 60°C 407 35 ciclos (800 pb)

72°C 1’ P
CCGTTTCCGCTATTACAAAC 2°C 5 1eiclo

95°C  3° 1ciclo
bla i v

cMyY 940C 30” _ Staplenton et al., 1999

GATTCCTTGGACTCTTCAG 33 30" 30 ciclos (1800 pb)

72°C 30" P

TAAAACCAGGTTCCCAGATAGC

72°C 3 1 ciclo

94°C 5’ 1 ciclo

blacTx.

T 94°C 307 Batchelor et al., 2005
CGATGTGCAGTACCAGTAA 52°C 30" 35 ciclos K
TTAGTGACCAGAATCAGCGG 7200 1’ (585 pb)

72°C 5 1 ciclo
94°C 3 1 ciclo
C ° ’
amp 940C ! . ' Staplenton et al., 1999
AATGGGTTTTCTACGGTCTG 57°C 307 10 ciclos 1800 bb
72°C 6 ( Pb)
GGGCAGCAAATGTGGAGCAA 720C 10 1 ciclo
94°C 5> 1ciclo
94°C 30 ©
sull . . _ Mazel et al., 2000
TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 63°C 30% 30 ciclos 289 b
720C 1’ ( p )

GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

72°C  § 1 ciclo
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Tabela 5 (continuacdo): Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para genes codificadores de

resisténcia a antibiéticos em E. coli.

Primers (sequéncia 5’ a 3°)

Condicbes de

Referéncia (Banda obtida)

amplificacao
94°C 5’ 1 ciclo
12 94°C 30"
U . » ) Maynard et al., 2003
CGGCATCGTCAACATAACC 50°C 30" 30 ciclos (722 pb)
72°C 17307 P
GTGTGCGGATGAAGTCAG e § 1 eiclo
94°C 5’ 1 ciclo
I 94°C 1’ ,
sul3 . , . Perreten and Boerlin, 2003
CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG 51°C 17 30ciclos (990 pb)
72°C 1’
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA , .
72°C 5 1 ciclo
94°C 3 1 ciclo
aac(3)!11 94°C 1° .
ACTGTGAATGGGAATACGCGTC 60°C 1" 30 ciclos Saenz et al., 2004
CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA e 1 (237 pb)
72°C 10 1 ciclo
94°C 3 1 ciclo
aac(3)IvV 94°C 1° .
CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 60°C 1" 30 ciclos Saenz et al., 2004
TCATCTCGTTCTCCGCTCAT e 1 (286 pb)
72°C 10’ 1 ciclo
95°C 5’ 1 ciclo
95°C  30”
etA . » ] Guardabassi et al., 2000
GTAATTCTGAGCACTGTCGC 62°C 307 23 ciclos (937 pb)
72°C 457 P
CTGCCTGGACAACATTGCTT e 7 1 icle
95°C 5’ 1 ciclo
B 95°C 30" _
tet . » ] Guardabassi et al., 2000
CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 57°C 30 25 ciclos (416 pb)
720C 207 P
CTAAGCACTTGTCTCCTGTT e 7 1 eiclo
95°C 5 1 ciclo
95°C 30"
tetC . » ) Guardabassi et al., 2000
TCTAACAATGCGCTCATCGT 62°C 30 30 ciclos (570 pb)
72°C 30 P
GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC e 7 1 iclo
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Tabela 6: Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para o estudo dos integrfes de classe 1 e 2 em E.
coli.

. . Condicdes de Referéncia (Banda
Primers (sequéncia 5’ a 3°) e o .
amplificacdo obtida)
94°C 5’ 1 ciclo
Intll 94°C 30”7 Mazel et al., 2000
GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 62°C 30" 30 ciclos (483 ph)
ACATGGGTGTAAATCATCGTC 72°C I’

72°C 8 1 ciclo

94°C 5’ 1 ciclo

Regido variavel do integrdo de classe 1 (rvintll)  94°C I’ Levesque and Roy, 1993
GGCATCCAAGCAGCAAG 55°C 1 35ciclos (variavel)
AAGCAGACTTGACCTGA 65°C ¢’

72°C & 1 ciclo

94°C 5 1 ciclo

gacEAl 94°C 30 Mazel et al., 2000
GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 62°C 30> 30 ciclos (287 pb)
TGAGCCCCATACCTACAAAGC 72°C 1’

72°C 8 1 ciclo

94°C 5’ 1 ciclo

Intl2 94°C 307 Mazel et al., 2000
CACGGATATGCGACAAAAAGGT 62°C 30 ¢ 30 ciclos (788 pb)
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 72°C  1°

72°C & 1 ciclo

94°C 5 1 ciclo

Regido variavel do integrdo de classe 2 (rvintl2) ~ 94°C  1” White et al., 2001
CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 60°C 1”35 ciclos (variavel)
GATGCCATCGCAAGTACGAG 72°C 6

72°C 8 1 ciclo
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Tabela 7: Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para o estudo dos factores de viruléncia em E. coli.

. .. Condic0es de Referéncia (Banda
Primers (sequéncia 5’ a 3°) e .
amplificacdo obtida)
94°C 3> 1ciclo
papC 94°C I’

Yamamoto et al., 1995
(328 pb)

GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 63°C 1’ 30ciclos
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 72°C  1°

72°C 3’ 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo

cnfl 94°C 1’

Yamamoto et al., 1995
AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 63°C 1’ 30 ciclos
CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT T (498 pb)

72°C 3 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo

aer 0, 5

94°C 1 Yamamoto et al., 1995
TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT ¢3¢ 1° 30 ciclos
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG  7po¢ | (602 pb)

72°C 3 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo

StX 0, b

oC 1 Paton and Paton, 1998
GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 63°C 1’ 30 ciclos
TCGCCAGTTATCTGACATTCT 7% 1 (255 pb)

72°C 3’ 1 ciclo

94°C 3> lciclo

fimA owC 1 -

Ruiz et al., 2002
GTTGTTCTGTCGGCTCTGTC 55°C 17 35 ciclos
ATGGTGTTGGTTCCGTTATTC C 1 (447 pb)

72°C 3 1 ciclo

94°C 3 1 ciclo

apGllIl o ’
pap 94°C 1 Ruiz et al., 2002
CATTTATCGTCCTCAACTTAG 55°C 1’ 35 ciclos
AAGAAGGGATTTTGTAGCGTC 72°C 1’ (482 pb)

72°C 3’ 1 ciclo
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Tabela 8: Sequéncia nucleotidica dos primers de PCR para o estudo dos grupos filogenéticos em E. coli.

Primers (sequéncia 5’ a 3°) Condicbes de amplificacéo Referéncia (Banda obtida)

94°C 5’ 1 ciclo
chuaA 94°C 30~ Clermont et al., 2000
GACGAACCAACGGTCAGGAT  55°C 30" 30 ciclos (279 pb)
TGCCGCCAGTACCAAAGACA 72°C 307

72°C T’ 1 ciclo

94°C 5 1 ciclo
yjaA 94°C 307 Clermont et al., 2000
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 55°C 30 30 ciclos (211 pb)
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 72°C 307

72°C T 1 ciclo

94°C 5 1 ciclo
tspE4.C2 94°C 307 Clermont et al., 2000
GAGTAATGTCGGGGCATTCA 55°C 30 30 ciclos (152 pb)
CGCGCCAACAAAGTATTACG 72°C 307

72°C 7’ 1 ciclo

3.3.5. Electroforese em gel de agarose

Apos a realizagdo da PCR, os ampligdes obtidos foram visualizados através da
electroforese horizontal em gel de agarose.

Para preparar 0s geis utilizou-se uma concentracdo de agarose D-1, entre 1% a
2%, em relacdo ao tamanho dos fragmentos esperados. O tampao utilizado foi TBE 1X
(composto por: TBE 5X: 54g/l Tris (hidroximetil) aminometano; 27,5g/l acido borico;
20ml EDTA 0,5M [pH 8]) e brometo de etidio copm concentracédo final de 0,5ug/ml.

Agueceu-se a mistura até a dissolucdo da agarose e, de seguida, colocou-se num
suporte com um pente para formar os pogos. Apés o gel solidificar, depositaram-se nos
poc¢os 10ul do produto PCR junto com cerca de 2l de tampéo de carga (10% sacarose,
0,0025% azul de bromofenol em TE [LOmM Tris (hidroximetil) aminometano, 1 mM
EDTA pH 8]). No primeiro pogo de cada gel depositou-se um marcador molecular, por
vezes um amplicdo positivo ja estudado para o gene em questdo ou um marcador de
tamanho escalado.

A electroforese foi realizada a 96 Volts (V) durante 45 minutos. Para visualizar e
fotografar o gel foi utilizado um transiluminador de luz ultravioleta e um capturador de

imagem (Molecular Imager, Gel DOC™ XR+).
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3.3.6. Sequenciacao

Depois de visualizar o produto de PCR, os amplicGes de diferentes genes de
resisténcia aos antibidticos foram sequenciados. A sequenciacdo foi realizada através do
uso dos mesmos primers que foram utilizados para a reac¢do de PCR. Utilizou-se um
sistema de sequencia¢do automatico em servico externo de uma empresa especializada
(StabVida - Portugal).

A analise das sequéncias obtidas foram realizadas através de diversas

ferramentas localizadas nos links http://molbiol-tools.ca/ e http://www.ebi.ac.uk/ e base

de dados (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) disponiveis na internet, que permitem

obter o alinhamento de sequéncias, comparar e procurar por possiveis mutacfes que

possam ter ocorrido.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

4.1. Isolamento de Escherichia coli em placas de Levine com e sem suplemento de

cefotaxima

A partir de um total de 29 amostras de carne de frango (6 de asas, 6 de peito, 6
de coxas, 6 de pele e 5 de moelas), semeadas em placas de meio selectivo Levine com e
sem suplemento de cefotaxima (2ug/ml) e isolada uma colonia por placa, obtiveram-se
29 isolados (100%) de placas sem suplemento de cefotaxima e 27 isolados (93,1%) de
placas com suplemento de cefotaxima. Das placas com suplemento de cefotaxima
apenas ndo foram obtidos 2 isolados das 6 amostras de pele (Tabela 9).

Na Tabela 9 podemos observar a distribuicdo dos isolados obtidos a partir de
placas com e sem suplemento de cefotaxima, das diferentes amostras de carne de frango

utilizadas neste estudo.

Tabela 9: Nimero de amostras e de isolados de Escherichia coli de placas de Levine com e sem

suplemento de cefotaxima.

Isolados de placas sem Isolados de placas com

Amostras suplemento de cefotaxima suplemento de cefotaxima

N % n %
s 6 100 6 100
Perte 6 100 6 100
coxes 6 100 6 100
pele 6 100 4 66,7
Voelas 5 100 5 100

N - NUmero de amostras; n - Namero de isolados; % - Percentagem de isolados
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4.2. Estudo da sensibilidade aos antibidticos nos isolados de Escherichia coli
4.2.1. I1solados obtidos nas placas de Levine sem suplemento de cefotaxima
Dos 6 isolados de asas, 4 apresentaram resisténcia a tetraciclina, 3 a ampicicila e
ao acido nalidixico, 2 a ciprofloxacina e ao cloranfenicol e 1 a estreptomicina (Tabela

10).

Tabela 10: Resisténcia aos antibiéticos nos isolados de E. coli de placas sem suplemento de cefotaxima.

Isolados Isolados de Isolados de Isolados de Isolados de

i Total

Antibictico  CC s Pelto Coxas Pele Moela
N=6 N=6 N=6 N=6 N=5 N=29
n n n n - %
AMC 0 1 2 1 0 7138
CAZ 0 0 1 0 0 1 35
CTX 0 0 0 0 0 0 0
ATM 0 0 1 0 . L s
FOX 0 1 2 1 0 4 138
M 3 4 S 3 4 19 655
IMP 0 0 0 0 0 0 0
. ° 3 2 3 0 10 345
GEN 0 0 0 0 0 0 0
e ‘ > 4 3 5 21 72,4
AK 0 0 0 0 0 0 0
TOB 0 1 1 0 0 2 69
STR 1 2 2 1 5 8 276
NAL 3 > 4 3 4 19 655
SXT 1 1 2 5 p s 276
o : 2 2 3 1 10 345

N - NUmero de amostras; n - Numero de isolados; % - Percentagem de isolados resistentes; AMC -
amoxicilina + &cido clavulanico; CAZ - ceftazidima; CTX - cafotaxima; ATM - aztreonam; FOX -
cefoxitina; AMP - ampicilina; IMP - imipenemo; CIP - ciprofloxacina; GEN - gentamicina; TET -
tetraciclina; AK - amicacina; TOB - tobramicina; STR - estreptomicina; NAL - acido nalidixico; SXT -
sulfametoxazol-trimetropim; CHL - cloranfenicol.

Dos 6 isolados provenientes de peito, 5 manifestaram resisténcia ao &cido

nalidixico e a tetraciclina, 4 resisténcia a ampicilina, 3 a ciprofloxacina, 2 ao
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cloranfenicol e a estreptomicina e 1 a amoxicilina + acido clavulanico, a cefoxitina, a
tobramicina e ao sulfametoxazol-trimetropim (Tabela 10). Dos 6 isolados de coxas, 5
apresentaram resisténcia a ampicilina, 4 ao &cido nalidixico e a tetraciclina, 2 a
amoxicilina + 4&cido clavulanico, cefoxitina, ciprofloxacina, estreptomicina,
sulfametoxazol-trimetropim e ao cloranfenicol, sendo que apenas foi encontrado 1
isolado resistente a ceftazidima, aztreonam e a tobramicina (Tabela 10).

Para os 6 isolados de pele, foram encontrados 3 isolados resistentes & ampicilina,
ciprofloxacina, tetraciclina, acido nalidixico e cloranfenicol, 2 isolados resistentes ao
sulfametoxazol-trimetropim e apenas foi encontrado 1 isolado com resisténcia a
amoxicilina + &cido clavulanico, cefoxitina, e estreptomicina (Tabela 10). Dos 5
isolados de moela, 4 apresentaram resisténcia a ampicilina e ao acido nalidixico, 3 a
tetraciclina, 2 a estreptomicina e ao sulfametoxazol-trimetropim e 1 ao cloranfenicol
(Tabela 10).

A maioria dos isolados apresentou elevada percentagem de resisténcia a
tetraciclina (72,4%), a ampicilina (65,5%) e ao &cido nalidixico (65,5%); e ainda
resisténcias elevadas a outros sete antibioticos: cloranfenicol (34,5%), ciprofloxacina
(34,5%), sulfametoxazol-trimetropim (27,6%), estreptomicina (27,6%), cefoxitina
(13,8%) e amoxicilina + &cido clavulanico (13,8%) ainda se verificou percentagens
elevadas de resisténcia, mas menores do que as referidas anteriormente. Sendo para os
antibidticos tobramicina (6,9%), ceftazidima (3,5%) e aztreonam (3,5%) onde se
verificaram as menores percentagens de resisténcia. Do total dos isolados nenhum
mostrou resisténcia a cefotaxima, imipenemo, gentamicina e a amicacina (Tabela 10 e
Figura 4).

Como se pode verificar na Figura 4, os isolados de coxas sdo 0s que apresentam
resisténcia a um maior nimero de diferentes antibidticos, sendo unicamente para
isolados de coxas que se verifica resisténcia a ceftazidima e ao aztreonam.

Dos 6 isolados provenientes de asas, 2 foram susceptiveis a todos os
antibidticos, sendo apenas encontrado 1 isolado resistente a apenas um antibiotico. Este
também foi o nimero de isolados resistentes a quatro, cinco e seis antibiéticos. Nao se
detectaram isolados de asas com resisténcia a dois, a trés ou a mais de seis antibiéticos
(Tabela 11). Dos 6 isolados de peito, apenas 1 foi susceptivel a todos os antibidticos,
sendo também este o numero (1/6) de isolados com resisténcia a trés, quatro, cinco, seis
e sete antibioticos, ndo se verificando isolados com resisténcia a um, a dois ou a mais de

sete antibioticos. Dos 6 isolados de coxas, apenas 1 dos isolados foi resistente a dois, a
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trés e a cinco antibioticos, sendo também encontrado apenas 1 isolado susceptivel a
todos os antibidticos (Tabela 11).

Adicionalmente, dois dos isolados de coxas possuiram resisténcia a 9
antibioticos, ndo se verificando isolados com resisténcia a um maior ndmero de

antibioticos, bem como a um, quatro, seis, sete e oito antibidticos (Tabela 11).
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100

(o]
o

(o2}
o

N
o

% de Resisténcia

N
o

0
¢ V& F R I8/ RL S EFEIRPRIEF VLS
FAEFTTSFES g TFIS LS
Antibioticos
Figura 4: Resisténcia aos antibi6ticos nos isolados de E. coli de placas sem suplemento de cefotaxima.
AMC - amoxicilina + &cido clavulanico; CAZ - ceftazidima; CTX - cafotaxima; ATM - aztreonam; FOX
- cefoxitina; AMP - ampicilina; IMP - imipenemo; CIP - ciprofloxacina; GEN - gentamicina; TET -

tetraciclina; AK - amicacina; TOB - tobramicina; STR - estreptomicina; NAL - acido nalidixico; SXT -
sulfametoxazol-trimetropim; CHL - cloranfenicol.

Dos seis isolados de pele, 3 foram susceptiveis a todos os antibioticos e 1 foi
resistente a cinco, seis e nove antibiéticos. Ndo se detectaram isolados de pele com
resisténcia a um, dois, trés, quatro, sete e oito antibidticos, assim como isolados
resistentes a mais de nove antibidticos. Dos 5 isolados de moela, nenhum foi susceptivel
a todos os antibidticos, 2 foram resistentes a dois e cinco antibioticos e apenas 1 isolado
foi resistente a quatro antibidticos. Nao se verificaram isolados resistentes a um e a trés
antibioticos, bem como isolados resistentes a mais de 5 antibioticos (Tabela 11). No
total dos isolados, 24,1% (7/29) foram susceptiveis a todos os antibidticos, 20,7% (6/29)
resistentes a cinco antibioticos e 10,3% (3/29) foram resistentes a dois, quatro e seis
antibiéticos. No total, mais de metade (55,2% - 16/29) dos isolados apresentou um
fenotipo de multirresisténcia, sendo nos isolados provenientes de peito que se verifica a

maior percentagem (83,3% - 5/6) de isolados multirresistentes (Tabela 11).
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Tabela 11: Resisténcia aos antibioticos nos isolados de E. coli de placas ndo suplementadas com

cefotaxima.
Isolados Isolados  Isolados Isolados Isolados
Antibidticos de Asas dePeito deCoxas  dePele de Moela Total
n n n n n n %
0 antibioticos 2 1 1 3 0 7 241
1 antibidtico 1 0 0 0 0 1 35
2 antibioticos 0 0 1 0 2 3 10,3
3 antibioticos 0 1 1 0 0 2 69
4 antibioticos 1 1 0 0 1 3 10,3
5 antibioticos 1 1 1 1 2 6 20,7
6 antibioticos 1 1 0 1 0 3 10,3
7 antibioticos 0 1 0 0 0 1 35
8 antibidticos 0 0 0 0 0 0 O
9 antibioticos 0 0 2 1 0 1 35

n - Numero de isolados; % - Percentagem de isolados resistentes

Os perfis de resisténcia obtidos estdo enunciados na Tabela 12, tendo-se
verificado que os fendtipos mais comums foram: AMP-TET-NAL-CIP-CHL e AMP-
TET-STR-SXT-NAL, surgindo ambos em 3 isolados. O fen6tipo AMP-TET-NAL-CIP-
CHL surgiu em isolados oriundos de asas, peito e coxas, ao passo que o fenétipo AMP-

TET-STR-SXT-NAL surgiu em dois isolados provenientes de amostras de moelas e em

um isolado proveniente de amostras de coxas. O fenotipo de resisténcia AMP-AMC-
FOX-TET-STR-SXT-NAL-CIP-CHL surgiu em 2 isolados, sendo este o segundo
fenotipo de resisténcia mais observado. E importante referir ainda que os isolados

apresentaram varios fenotipos de resisténcia, sendo que apenas 7 dos 29 isolados

(24,1%) se apresentaram sensiveis a todos os antibiéticos (Tabela 12).
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Tabela 12: Fendtipo de resisténcia aos antibioticos nos isolados de E. coli de placas ndo suplementadas
com cefotaxima.

Fenétino de resisténcia Isolados Isolados Isolados Isolados  Isolados Total
P de Asas de Peito de Coxas de Pele de Moela

AMP-AMC-FOX-TET-STR-SXT- _ _ 1 1 _ 2
NAL-CIP-CHL

AMP-ATM-FOX-CAZ-TET-TOB- ) ) 1 ) ) 1
NAL-CIP-CHL

AMP-AMC-FOX-TET-STR-SXT-NAL - 1 - - - 1
AMP-TET-STR-NAL-CIP-CHL 1 - - - - 1
AMP-TET-SXT-NAL-CIP-CHL - - - 1 - 1
AMP-TET-STR-TOB-NAL-CIP - 1 - - - 1
AMP-TET-NAL-CIP-CHL 1 1 - 1 - 3
AMP-TET-STR-SXT-NAL - - 1 - 2 3
AMP-TET-NAL-CHL - - - - 1 1
TET-NAL-CIP-CHL - 1 - - - 1
AMP-TET-SXT-NAL 1 - - - - 1
AMP-AMC-NAL - - 1 - - 1
AMP -TET-NAL - 1 - - - 1
AMP-TET - - - - 1 1
TET-NAL - - 1 - - 1
TET 1 - - - - 1
Sensivel a todos os antibidticos 2 1 1 3 - 7

AMC - amoxicilina + &cido clavulanico; CAZ - ceftazidima; ATM - aztreonam; FOX - cefoxitina; AMP -
ampicilina; CIP - ciprofloxacina; TET - tetraciclina; TOB - tobramicina; STR - estreptomicina; NAL -
acido nalidixico; SXT - sulfametoxazol-trimetropim; CHL - cloranfenicol.
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4.2.2. I1solados obtidos nas placas de Levine com suplemento de cefotaxima

Dos 27 isolados de placas de Levine suplementadas com cefotaxima, 85,2% (23
isolados) foram positivos no teste de deteccdo fenotipica de B-lactamases de amplo
espectro (BLAES), apresentando uma ampliacdo dos halos de inibi¢do (ghost zone)
entre o disco amoxicilina + acido clavulanico e os restantes B-lactamicos colocados em
redor, sendo produtores de B-lactamases de amplo espectro. A producéo destas enzimas
foi posteriormente confirmada caracterizando o tipo de B-lactamase de amplo espectro
que os isolados produzem (blactx-m, blatem, blaoxa, blasyy € blacmy) (Tabela 13).

Os 4 isolados provenientes de placas de Levine com suplemento de cefotaxima,
que ndo apresentaram uma ampliacdo dos halos de inibicdo (ghost zone) entre o disco
amoxicilina + acido clavulanico e os restantes P-lactamicos colocados em redor
(negativos no teste de deteccdo fenotipica de BLAESs) ndo foram classificadas como
sendo produtoras de B-lactamases de amplo espectro. Para estes isolados pesquisou-se 0
gene ampC e sequenciou-se 0 amplicdo obtido para determinar, por comparagdo com
sequéncia tipo se existiam mutacBes que podiam causar resisténcia (Tabela 13).

Todos os 27 isolados de Escherichia coli apresentaram fenétipo de resisténcia a
ampicilina, 22 ao &cido nalidixico, 17 ao sulfametoxazol-trimetropim, verificando-se,
também, 17 isolados resistentes & tetraciclina. Onze dos isolados foram resistentes a
cefotaxima, 10 a ciprofloxacina, sendo encontrados, também, 10 isolados resistentes a
estrepetomicina. Seis foram resistentes a gentamicina, 5 a cefoxitina, 4 ao aztreonam, 3
a amoxicilina + &cido clavulanico, encontrando-se também 3 isolados resistentes a
ceftazidima. Por dltimo verificou-se que apenas um isolado foi resistente ao
cloranfenicol, sendo encontrado também apenas um isolado resistente a tobramicina
(Tabela 13).

Um isolado apresentou resisténcia a apenas um antibidtico, dois foram
resistentes a trés antibidticos, cinco foram resistentes a quatro antibidticos, dez foram
resistentes a cinco antibioticos, seis foram resistentes a seis antibidticos, um foi
resistente a sete antibioticos, um foi resistente a oito antibidticos e também apenas um

isolado foi resistente a onze antibioticos (Tabela 13).
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Tabela 13: Fenétipo de resisténcia dos isolados de E. coli obtidos de placas suplementadas com

cefotaxima.

Amostra  Origem

Deteccdo
fenotipica de

Fenotipo de resisténcia

BLAEs
AlA Asas +) AMP-CTX-TET-NAL-CIP
A2A Asas O AMP-FOX-TET-STR-GEN-SXT
A3A Asas (+) AMP-CTX-TET-SXT-NAL
A4A Asas +) AMP-TET-NAL
ABA Asas +) AMP-FOX-CTX-TET-GEN-AK-TOB-SXT
ABA Asas +) AMP-ATM-CAZ-STR-SXT-NAL-CIP
P1A Peito o) AMP-FOX-TET-STR-GEN-SXT
P2A Peito +) AMP-CTX-TET-NAL
P3A Peito ) AMP-AMC-STR-SXT-NAL
P4A Peito +) AMP-TET-SXT-NAL
bEA Deito “ AMP-AMC-ATM-FOX-CTX-CAZ-TET-GEN-AK-
SXT-NAL
P6A Peito (+) AMP-STR-GEN-SXT-NAL-CIP
C1A Coxas +) AMP-ATM-TET-NAL-CIP
C2A Coxas +) AMP-CTX-TET-NAL-CIP
C3A Coxas €] AMP-CTX-TET-STR-NAL-CIP
C4A Coxas +) AMP-TET-SXT-NAL
C5A Coxas (+) AMP-ATM-TET-SXT-NAL
C6A Coxas (+) AMP-STR-SXT-NAL-CIP
PelA Pele (+) AMP-CTX-TET-NAL-CIP
Pe3A Pele +) AMP-CTX-NAL-CIP
PedA Pele €] AMP-TET-SXT-NAL
Pe5A Pele +) AMP-STR-SXT-NAL-CIP
M1A Moelas (+) AMP-GEN-SXT-NAL-CHL
M3A Moelas (+) AMP-CTX-TET-STR-SXT-NAL
M4A Moelas () AMP-AMC-FOX-STR-SXT-NAL
M5A Moelas €] AMP-CTX-CAZ
M6A Moelas ) AMP

BLAEs - B-lactamases de amplo espectro; AMC - amoxicilina + &cido clavulanico; CAZ - ceftazidima; CTX - cafotaxima; ATM -
aztreonam; FOX - cefoxitina; AMP - ampicilina; CIP - ciprofloxacina; GEN - gentamicina; TET - tetraciclina; AK - amicacina;
TOB - tobramicina; STR - estreptomicina; NAL - &cido nalidixico; SXT - sulfametoxazol-trimetropim; CHL - cloranfenicol.

* Os fenotipos e mecanismos de resisténcia dos isolados de E. coli obtidos de placas suplementadas com cefotaxima, com resultado
negativo no teste de deteccédo fenotipica de BLAES, sdo apresentados na Tabela 15.
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4.2.3. Caracterizacao genotipica dos mecanismos de resisténcia

Na analise dos isolados de Escherichia coli obtidos de placas de Levine com
suplemento de cefotaxima, procedeu-se a caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia
a diferentes antibioticos (tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, sulfametoxazol-
trimetropim e quinolonas). Nos isolados que foram positivos no teste de deteccdo
fenotipica de BLAESs, procedeu-se a confirmag¢ao do tipo de B-lactamase de amplo
espectro que os isolados produzem pesquisando e sequenciando 0s genes blacrx-m,
blatem, blaoxa, blasyy € blacymy. Para os isolados que obtiveram um resultado negativo
no teste de deteccdo fenotipica de BLAESs, procedeu-se a pesquisa e sequenciagdo da
regido do promotor e/ou atenuador do gene ampC. Posteriormente procedeu-se a
comparag¢do com sequéncia tipo (sequéncia nucleotidica do gene ampC, na mesma
regido, de E. coli K-12), para verificar se existiam mutacdes que podiam atribuir o
caracter de resisténcia aos isolados em causa.

O estudo dos genes codificadores dos diferentes mecanismos de resisténcia aos
antibidticos ou a pesquisa de mutacdes que conferem a respectiva resisténcia, procedeu-
se através da técnica de PCR.

Para determinar os diferentes mecanismos de resisténcia a tetraciclina, pela
técnica de PCR, foi estudada a presenca dos genes tetA, tetB, tetC. Para o cloranfenicol
analisou-se o gene cmlA. Para o sulfametoxazol pesquisaram-se 0s genes sull, sul2 e
sul3. Para a estreptomicina analisou-se o0 gene aadA. A resisténcia a gentamicina foi
testada a partir da amplificacdo dos genes de acetiltransferases aac(3)-1l e aac(3)-1V.
No caso das quinolonas pesquisaram-se 0s genes gyrA e parC e sequenciaram-se 0S
amplicBes obtidos para determinar, por compara¢do com sequéncia tipo (com o0s
nimeros de acesso no GenBank X06373 e M58408, respectivamente), se existiam
mutagdes que podiam causar a resisténcia.

Na Tabela 14 pode-se observar os isolados de Escherichia coli obtidos de placas
de Levine com suplemento de cefotaxima, isolados produtores de [B-lactamases de
amplo espectro (positivos para o teste de detecgdo fenotipica de BLAES) e, isolados
com resultado negativo para o teste de detecgdo fenotipica de BLAESs (ndo produtores
de BLAE), os respectivos fenotipos de resisténcia e mecanismos de resisténcia a

diferentes antibioticos.
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Tabela 14: Fendtipos e mecanismos de resisténcia aos antibiéticos detectados nos isolados de E. coli obtidos de placas suplementadas com cefotaxima.

Resultados

Amostra Origem

Deteccdo

fenotipica de

Fendtipo de resisténcia

(nao B-lactamico)

Mecanismo de resisténcia

Genes de resisténcia detectados

Mutac6es aminoacidicas

BLAEs gyrA parC
AlA Asas (+) TET-NAL-CIP blacTx-m-14a; tetA S83L+D87N S80I
A2A Asas ) TET-STR-GEN-SXT tetA; aadA; aac(3)-11; sull - -
A3A Asas +) TET-SXT-NAL blacTx.wm-1; tetB; sul2 S83L+D87N -
A4A Asas (+) TET-NAL blatem.sy; tetB S83L+D87N -
A5A Asas +) TET-GEN-AK-TOB-SXT blatem-s2; tetA; aac(3)-11; sul2 - -
ABA Asas +) STR-SXT-NAL-CIP blatem.s2; aadA; sul2 S83L+D87N s80l
P1A Peito ) TET-STR-GEN-SXT tetA; aadA; aac(3)-11; sull - -
P2A Peito (+) TET-NAL blacTx-m-14a; tetA S83L+D87N -
P3A Peito ) STR-SXT-NAL aadA; sull S83L+D87N -
PAA Peito +) TET-SXT-NAL blarem.s2; tetA; sull; sul2 S83L+D87N -
PSA Peito +) TET-GEN-AK-SXT-NAL blatem.so; tetA; aac(3)-11; sul2 S83L+D87N -
P6A Peito +) STR-GEN-SXT-NAL-CIP blarem.s2; aadA; aac(3)-11; sul2 S83L+D87N S80I
Cl1A Coxas +) TET-NAL-CIP blacTx-m-o; tetA S83L+D87N S801
C2A Coxas +) TET-NAL-CIP blacTx-m-o; tetA S83L+D87N S80l
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Tabela 14 (Continuacgao): Fenétipos e mecanismos de resisténcia aos antibiéticos detectados nos isolados de E. coli obtidos de placas suplementadas com cefotaxima.

Amostra Origem

Deteccdo

fenotipica de

Fendtipo de resisténcia

(nao B-lactamico)

Mecanismo de resisténcia

Genes de resisténcia detectados

Mutac6es aminoacidicas

BLAEs gyrA parC
C3A Coxas +) TET-STR-NAL-CIP blacTx.m-o; tetA S83L+D87N S8ol
C4A Coxas (+) TET-SXT-NAL blatem.so; tetA; sull; sul2 S83L+D8/N -
C5A Coxas ) TET-SXT-NAL blatem-s2; tetA; sul2 S83L+D87N -
C6A Coxas +) STR-SXT-NAL-CIP blaTem.s2; aadA,; sul2 S83L+D87N S80I
PelA Pele +) TET-NAL-CIP blacTx.m-o; teta S83L+D8/N S80I
Pe3A Pele +) NAL-CIP blatem-s2 S83L+D87N n.d.
PedA Pele (+) TET-SXT-NAL blatem.s; tetA; sull; sul2 S83L+D8/N -
Pe5A Pele +) STR-SXT-NAL-CIP blatem.s2; aadA; sul2 S83L+D87N S80I
M1A Moelas +) GEN-SXT-NAL-CHL blacTx-m-14a; @aC(3)-11; sul3; cmlIA S83L+D87N -
M3A Moelas *) TET-STR-SXT-NAL blacTx-m-1; tetA; sul2 S83L+D87N -
M4A Moelas ) STR-SXT-NAL aadA; sull S83L+D87N -
M5A Moelas (+) - blacTx-m-14a - -
M6A Moelas (+) - blatem-s2 - -

BLAEs — B-lactamases de amplo espectro; TET — tetraciclina; NAL — &cido nalidixico; CIP — ciprofloxacina; STR — estreptomicina; GEN — gentamicina; SXT —
sulfametoxazol-trimetropim; AK — amicacina; TOB — tobramicina; CHL — cloranfenicol; S — serina; L — leucina; D — acido aspartico; N — asparagina; | — isoleucina; n.d. - nao

detectada
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Dos 27 isolados de Escherichia coli obtidos de placas de Levine com
suplemento de cefotaxima, 23 (85,2%) foram produtores de P-lactamases de amplo
espectro (positivos para o teste de detec¢do fenotipica de BLAES) e, 4 ndo foram
produtores de B-lactamases de amplo espectro (negativos para o teste de deteccédo
fenotipica de BLAES) (Tabela 14).

Dos 23 isolados produtores de B-lactamases de amplo espectro, 56,5% (13/23)
possuiam o gene blargm-sz, 4 possuiam o gene blacTtx-m-14a, SeNdo também encontrado
em 4 isolados o gene blactx-m9. O gene blacrx.m-1 foi encontrado em apenas 2 dos
isolados. Nenhum dos isolados apresentou em simultaneo mais de um gene bla (Tabela
14). Dos 17 isolados com fenétipo de resisténcia a tetraciclina, 88,2% (15/17)
manifestaram o gene tetA e 2 contiveram o gene tetB. Dos 11 isolados com fenétipo de
resisténcia a estreptomicina, 8 possuiam o gene aadA e 3 ndo continham o gene
pesquisado. O isolado com fendtipo de resisténcia ao cloranfenicol possuia o gene
cmlA. Todos os 4 isolados com fenotipo de resisténcia a gentamicina possuiam o gene
aac(3)-11, ndo tendo sido detectado nenhum isolado resistente a este antibiotico
contendo o gene aac(3)-1V (Tabela 14).

Dos 13 isolados com fenotipo de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim,
92,3% (12/13) possuiam o gene sul2, dos quais 4 se detectaram em conjunto com o gene
sull. O gene sul3 esteve presente em apenas 1 dos isolados (Tabela 14).

Dos 20 isolados resistentes as quinolonas, todos apresentaram fendtipo de
resisténcia ao acido nalidixico, sendo que 10 evidenciaram em conjunto fenétipo de
resisténcia ao acido nalidixico e a ciprofloxacina. Todos os 20 isolados com fenétipo de
resisténcia ao &cido nalidixico, possuiam o gene gyrA com duas mutacGes que
provocam alteracfes aminoacidicas (substituicdo no tripleto 83 da producdo de serina
por leucina e no tripleto 87 da producéo de acido aspartico por asparagina) (Tabela 14 e
Figura 8).

Dos 20 isolados com fen6tipo de resisténcia ao acido nalidixico, que possuem as
mutacdes acima referidas, 9 isolados possuiam também o gene parC com uma mutagao
que causa a alteracdo aminoacidica (substituicdo no tripleto 80 da producdo de serina
por isoleucina). Num dos isolados com fendtipo de resisténcia a ciprofloxacina néo foi

detectada qualquer mutacdo no gene parC (Tabela 14 e Figura 9).
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Ref. gyrA GACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTCGGCGGTCTATGACACGATTGTCCGC
P6A GACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAACACGATCGTCCGT
KAKAKAIAKAA KA IAAA XA A AN A A AA A A AN A XA AR A A XA, Ak hkkhkhk *hkk **kkhhd,*x *xk*%x
83 87
Ref. gyrA ATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCT
P6A ATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCC

khkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkkh *hkrhkkhrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkkkxk

Ref. gyrA ATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCC.
P6A ATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCC

kA hkhk Ak hkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhkhdAhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkxhkkrxkkxk*x

Ref. gyrA CATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGC
P6A CATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAAGAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGC

Ak hkhk Ak hkhkrhkhkhkhhAhkhkrhkhkhhkhkrhhkhkhkhhAhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkhxkkxkkxk*x

Ref. gyrA ACGGAAAAAATTCCGGACGTCATGCCAACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCT
P6A ACGGAAAAAATTCCCGACGTCATGCCAACCAAAATTCCTAACCTGCTGGTGAACGGTTCT

kxkhkkhkrkhkkhkhhkhkhkkhhkd *hkhkhhhkrhkhkhhdhkkhkrhkhhhkrhkhhhkrhkkhkrhkkhhkhhkrkrhkxkkxk*x

Ref. gyrA TCCGGTATCGCCGTAGGTATGGCAACCAACATCCCGCCGCACAACCTGACGGAAGTCATC
P6A TCCGGTATCGCCGTAGGTATGGCAACCAACATCCCGCCGCACAACCTGACGGAAGTCATC

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhdAhhkrhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkkhkhhkrkrhkxkkxk*x

Ref. gyrA AACGGTTGTCTGGCGTATATTGATGATGAAGACATCAGCATTGAAGGGCTGATGGAACAC

POA AACGGTTGTCTGGCGTATATCGATGATGAAGACATCAGCATTGAAGGGCTGATGGAACAC
dok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ko ok k ko ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok

Ref. gyrA ATCCCGGGGCCGGACTTCCCGACGGCGGCAATCATTAACGGTCGTCGCGGTATTGAAGAA
P6A ATCCCGGGGCCGGACTTCCCGACGGCGGCAATCA- - ==~ ————————————————————

AKAI KA A KA A KNI A KAA AR A AN A A A A A A XA A AR AKX A X kK

Figura 5: Sequéncia nucleotidica do gene gyrA selvagem publicado por Swandberg and Wang, 1987 em
comparacdo com os isolados que apresentaram um fendtipo de resisténcia ao 4cido nalidixico. As
mutacdes, nos tripletos que implicam substituicGes aminoacidicas, estdo assinaladas a vermelho.
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Ref. parC GTTCAGCGCCGCATTGTGTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTT
P6A s TGGGCCTGAATGCCAGCGCCAAATTT
khkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhrhkkhkkhkhkhkhkhkhkxx

Ref. parC AAAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGC
P6A ARAAAATCGGCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTARATACCATCCGCACGGCGATATC
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhhkhhhkhkhhkhhkhkhkhkhhkkhkhkhhhkhhkhrhhkkhhhrhhkkhkhkrhkhkkhkhhrrhkhkhdix %

80

Ref. parC GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTT
P6A GCCTGTTATGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCATCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTT

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hkhkrAhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkkhrkh *Ahkkhkrkhkkhhkhhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkkhkhkrxkxx

Ref. parC GATGGTCAGGGGAACTGGGGCGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTAC
P6A GATGGTCAGGGGAACTGGGGCGCGCCGGACGATCCGAAATCGTTCGCGGCAATGCGTTAC

Ak Ak hkhk kA hkhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhdkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrhkkkhkxxkxk

Ref. parC ACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCCGAGCTGCTATTGAGCGAGCTGGGGCAGGGGACG
P6A ACCGAATCCCGGTTGTCGAAATATTCCGAGCTGCTATTGAGCGAGCTGGGGCAGGGGACG

kA hkhkhk kA hk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkkxhkxk

Ref. parC GCTGACTGGGTGCCARACTTCGACGGCACTTTGCAGGAGCCGAARATGCTACCTGCCCGT
P6A GCTGACTGGGTACCAAACTTCGACGGCACTTTGCAGGAGCCGAARATGCTACCTGCCCGT

khkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhh dhkhhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhrhkhkkhkhkhkhhkhkhkhrhhkkhkhhrhhkkhkhkrhkkhkkhkhkhrhhkkhhkxkk*k
Ref. parC CTGCCAAACATTTTGCTTAACGGCACCACCGGTATTGCCGTCGGCATGGCGACCGATATT
P6A CTGCCAAACATTTTGCTTAACGGCACCA=———=—==— === == - = - —

KAkKA KAk KA I A A A A Ak A A Ak Ak hA kA kA kh k%

Figura 6: Sequéncia nucleotidica do gene parC selvagem publicado por Kato et al., 1990 em comparacao
com 0s isolados que apresentaram um fenétipo de resisténcia a ciprofloxacina. As mutagdes, nos tripletos
que implicam substituicbes aminoacidicas, estdo assinaladas a vermelho.

Na Tabela 15 pode-se observar os isolados de Escherichia coli obtidos de placas
de Levine com suplemento de cefotaxima, que evidenciaram resultado negativo para o
teste de deteccdo fenotipica de BLAEs, os respectivos fendtipos de resisténcia, 0s
mecanismos de resisténcia a diferentes antibidticos, assim como as mutacbes
encontradas no gene ampC.

Em todos os 4 isolados ndo produtores de [B-lactamases de amplo espectro
(negativos para o teste de deteccdo fenotipica de BLAES) foram detectadas mutacGes
pontuais na regido promotora/atenuadora do gene ampC nas posicoes -42; -18; -1; +58
(Figura 7). Dos 2 isolados com fendtipo de resisténcia a tetraciclina, todos os isolados
contiveram o gene tetA, néo se verificando nenhum isolado com o gene tetB. Todos 0s
4 isolados com fenotipo de resisténcia a estreptomicina possuiam o gene aadA. Dos 4
isolados com fenotipo de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim, os 4 possuiam o
gene sull. Os dois isolados que apresentavam um fendtipo de resisténcia a gentamicina

possuiam o gene aac(3)-1l (Tabela 15).
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Tabelal5: Fen6tipos e mecanismos de resisténcia aos antibioticos detectados nos isolados de E. coli obtidos de placas suplementadas com cefotaxima, com resultado negativo
para o teste de deteccdo fenotipica de BLAES.

Mecanismo de resisténcia B
MutagOes no gene

Amostra  Origem Fendtipo de resisténcia Genes de resisténcia MutacOes aminoacidicas L
ampC nas posicoes
detectados gyrA parC
A2A Asas AMP-CTX-TET-STR-GEN-SXT  tetA; aadA; aac(3)-I1; sull - - -42; -18; -1; +58
P1A Peito AMP-FOX-TET-STR-GEN-SXT  tetA; aadA; aac(3)-1l; sull - - -42; -18; -1; +58
P3A Peito AMP-AMC-STR-SXT-NAL aadA; sull S83L+D87N - -42;-18; -1; +58
M4A Moelas ~ AMP-AMC-FOX-STR-SXT-NAL aadA; sull S83L+D87N - -42;-18; -1; +58

BLAEs — B-lactamases de amplo espectro; AMP — ampicilina; AMC — amoxicilina + 4cido cluvulanico; FOX — Cefoxitina; CTX — cefotaxima; TET — tetraciclina; NAL —
acido nalidixico; CIP — ciprofloxacina; STR — estreptomicina; GEN — gentamicina; SXT — sulfametoxazol-trimetropim; AK — amicacina; TOB — tobramicina; CHL —
cloranfenicol; S — serina; L — leucina; D — &cido aspartico; N — asparagina; n.d. - ndo detectada
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E. coli K-12 = ------ GCTATCCTGACAGTTGTCACGCTGATTGGTGTCGTTACAATCTAACGCATCGCC
A2A CTGGGGGCTATCTTGACAGTTGTCACGCTGATTGGTATCGTTACAATCTAACGTATCGCC
KKK KAK KA KA KR A KRR KR A AR A AR AR AR AR AR KRR AR KA A AR KR AKARAAAKRAKAR AR AR KR KK
-42 -18 -1
E. coli K-12 AATGTAAATCCGGCCCGCCTATGGCGGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCCTATG
A2A AATGTAAATCTGGCCCGCCTATGGCGGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCTTATG
dIhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhhkhhhhkhhkhhrhhkrhhkrhhrhhkrhhkrhkrhkrhhkrhkrhrhdx *hrkx
+58

Figura 7: Sequéncia nucleotidica do atenuador/promotor do gene ampC de E. coli K-12 em comparagao
com os isolados obtidos de placas de Levine com suplemento de cefotaxima, que evidenciaram resultado
negativo para o teste de deteccdo fenotipica de BLAESs. As mutaces estdo assinaladas a vermelho.

Dois dos isolados apresentaram um fendétipo de resisténcia ao acido nalidixico,
sendo que ambos possuiam o gene gyrA com duas mutacdes que provocam alteracdes
aminoacidicas (substituicdo no tripleto 83 da producdo de serina por leucina e no
tripleto 87 da producdo de &cido aspartico por asparagina). Nenhum dos isolados

apresentou fendtipo de resisténcia a ciprofloxacina (Tabela 15).

69




Resultados

4.3. Caracterizacgao dos integroes

Analisou-se a presenca de integrdes de classe 1 e 2 nos 27 isolados de
Escherichia coli obtidos de placas de Levine com suplemento de cefotaxima (isolados
positivos e negativos no teste de deteccdo fenotipica de BLAES) com fendtipo de
resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim. Amplificou-se por PCR um fragmento de
gene codificador da integrase do tipo 1 e do tipo 2 (intll e intl2, respectivamente) e
observou-se a presenca de integrdes de classe 1 em oito dos isolados e de integrdes de
classe 2 em quatro isolados. Os dois genes codificadores das integrases ndo foram
detectados em simultadneo em nenhum dos isolados.

Os integroes de classe 1, em regra, possuem uma regido conservada em 3’ onde
se incluem os genes gacEA1 ¢ sull. Todos os isolados que possuem o integrdo de classe
1 (8 isolados) amplificaram o gene qacEA1 e sull.

Nos 12 isolados que amplificaram o gene intll ou intl2, a regido variavel do
integrdo de classe 1 e 2, respectivamente, foi analisada através de PCR e posterior

sequenciacdo. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 16 e 17.

Tabelal6: Estudo das regifes variaveis dos integrdes de classe 1 em isolados de E. coli obtidos de placas
de Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de detecgdo fenotipica

de BLAEs) com fenétipo de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim.

“Genes cassete” da . Detecgéo
N y Deteccéao do gene ) o
regido variavel do Amostra Origem  fenotipica de
_ . gacEA1+sull
integrado de classe 1 BLAEsS
(+) A2A Asas )
(+) P1A Peito )
aadAl
(+) P3A Peito )
(+) M4A Moelas )
(+) P4A Peito (+)
(+) C4A Coxas (+)
dfrAl
(+) PedA Pele (+)
(+) M3A Moelas (+)

BLAEs — B-lactamases de amplo espectro.
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Tabelal7: Estudo das regides varidveis dos integrdes de classe 2 em isolados de E. coli obtidos de placas
de Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de deteccdo fenotipica

de BLAESs) com fen6tipo de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim.

“Genes cassete” da regiao ) Deteccéo fenotipica
» ) B Amostra Origem
variavel do integréo de classe 2 de BLAEs
ABA Asas (+)
P6A Peito (+)
dfrAl+sat2+aadAl
C6A Coxas (+)
Pe5A Pele (+)

BLAEs — B-lactamases de amplo espectro.

Sequenciaram-se dois tipos diferentes de regibes variaveis do integrdo de classe
1 e apenas um tipo de regido variavel do integrdo de classe 2 (Tabela 16 e 17).

Dos 8 isolados que possuem integroes de classe 1, 4 manifestaram a regido
variavel aadAl, ao passo que os outros 4 manifestaram a regido variavel dfrAl. Os
isolados que manifestaram a regido variavel aadAl sdo provenientes de asas, peito e
moelas, sendo todos negativos no teste de deteccdo fenotipica de BLAESs. Os isolados
que manifestaram a regido varavel dfrAl sdo todos positivos para o teste de deteccdo
fenotipica de BLAESs, sendo provenientes de amostras de peito, coxas, pele e moelas
(Tabela 16).

Os 4 isolados que possuiam integrdes de classe 2 revelaram a regido variavel
dfrAl+sat2+aadAl e sdo todos positivos no teste de deteccdo fenotipica de BLAEs. Os
isolados s&o provenientes de amostras de asas, peito, coxas e pele (Tabela 17).

Os genes encontrados nas regides variaveis sdo responsaveis por resisténcias aos
antibidticos. O gene dfrAl confere resisténcia ao trimetropim e o gene aadAl codifica
resisténcia a estreptomicina. O gene sat2 codifica uma acetiltransferase capaz de

inactivar a estreptomicina.
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4.4. Producao de factores de viruléncia

Analisou-se, nos 27 isolados de Escherichia coli obtidos de placas de Levine
com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de deteccédo
fenotipica de BLAES), através da técnica de PCR, a presenca dos genes codificadores de
factores de viruléncia fimA, aer, papGllIl, papC, cnfl e stx. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 18.

Tabelal8: Estudo dos genes codificadores de viruléncia em isolados de E. coli obtidos de placas de
Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de deteccdo fenotipica de
BLAES).

Factor de viruléncia Amostra Origem
AlA; A3A; AdA; ASA; AGA Asas
P2A; P3A; P4A; P5A; P6A Peito
aer C1A; C2A; C3A; C4A; C6A Coxas
PelA; Pe3A; PedA; PeS5A Pele
M4A Moelas
A4A; ASA; AGA Asas
fimA P4A; P5A; P6A Peito
C4A; C6A Coxas
Pe3A; PedA; PeSA Pele
papC P3A Peito
M4A Moelas
papGlll n.d. -
cnfl n.d. -
Stx n.d. -

n.d. - ndo detectado

Dos 6 genes codificadores de factores de viruléncia estudados (fimA, aer,
papGlll, papC, cnfl e stx), o gene aer foi 0 mais detectado, sendo encontrado em 74,1%
(20/27) dos isolados, seguido do gene fimA manifestando-se em 40,7% (11/27) dos
isolados, por ultimo o gene papC que apenas foi detectado em 2 isolados, sendo que, 0s
restantes factores de viruléncia ndo foram detectados (Tabela 18).

Dos 20 isolados que manifestaram o gene aer, em apenas 7 dos isolados (AlA;
A2A; P2A; P3A; C1A; C2A; PelA) se detectou unicamente este gene codificador de
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viruléncia, em todos os restantes isolados este gene codificador de viruléncia (aer), foi
detectado em conjunto com outro factor de viruléncia (fimA ou papC). O gene aer foi
detectado em isolados provenientes de todas as origens (asas, peito, coxas, pele e
moelas). Dos 20 isolados que manifestaram o gene aer, 15 foram provenientes de
amostras de asas, peito e coxas, distribuidos equitativamente por estas trés origens, 4
sdo originarios de amostras de pele, sendo que apenas 1 isolado foi proveniente de
amostras de pele (Tabela 18).

O gene fimA manifestou-se em 11 dos isolados, todos possuindo também o gene
aer. Dos 11 isolados que manifestaram o gene fimA, 9 sdo provenientes de amostras de
asas, peito e pele, distribuidos equitativamente por estas trés origens e 2 sao
provenientes de amostras de coxas (Tabela 18).

O gene papC foi detectado em apenas 2 dos isolados, em conjunto com o gene
aer, sendo que um tem origem em amostras de peito e outro em amostras de moelas
(Tabela 18).
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4.5. Classificacéo filogenética de Escherichia coli

Nos 27 isolados de Escherichia coli obtidos de placas de Levine com
suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de detecgéo
fenotipica de BLAES) realizou-se o estudo da caracterizacdo do grupo filogenético
mediante a técnica de PCR. Os resultados estdo apresentados na Tabela 19.

Dos 27 isolados estudados, 59,3% (16/27) pertenceram aos grupos filogenéticos
denominados comensais (A ou Bl) e 40,7% (11/27) pertenceram aos grupos
filogenéticos mais comummente envolvidos em infecgbes extra-intestinais e que
possuem a maioria dos factores de viruléncia (B2 ou D) (Tabela 19).

Dos 5 isolados pertencentes ao grupo filogenético A, dois isolados sdo
provenientes de amostras de moelas, um de amostras de peito, um de amostras de coxas
e um de amostras de pele. Todos os 5 isolados pertencentes a este grupo filogenético
sdo positivos para o teste de deteccdo fenotipica de BLAES; os 11 isolados pertencentes
ao grupo filogenético B1, sdo também, positivos para o teste de deteccdo fenotipica de
BLAEs. Dos 11 isolados pertencentes ao grupo filogenético B1, 4 isolados sdo
provenientes de amostras de coxas, dois de amostras de asas, dois de amostras de peito,
dois de amostras de pele e por altimo, 1 é originario de amostras de moelas. Foi a este
grupo filogenético que pertenceram um maior numero de isolados 11/27(40,7%)
(Tabela 19).

Dos 3 isolados pertencentes ao grupo filogenético B2, apenas um isolado (A3A)
foi positivo para o teste de deteccdo fenotipica de BLAEs, sendo este isolado
proveniente de amostras de asas. Os restantes 2 isolados (A2A e P1A) apresentaram um
resultado negativo no teste de deteccdo fenotipica de BLAEs, sendo que um é
proveniente de amostras de asas e 0 outro proveniente de amostras de peito (Tabela 19).

Dos 8 isolados pertencentes ao grupo filogenético D, 2 isolados apresentaram
um resultado negativo para o teste de deteccdo fenotipica de BLAEs (P3A e M4A),
sendo que um é proveniente de amostras de asas e 0 outro de amostras de moelas. Os
restantes 6 isolados pertencentes a este grupo filogenético, manifestaram um resultado
positivo para o teste de detecgdo fenotipica de BLAEs. Dos 6 isolados pertencentes ao
grupo filogenético D e que apresentaram um teste positivo para a deteccao fenotipica de
BLAEs, 4 sdo provenientes de amostras de peito, coxas, pele e moelas, sendo
distribuidos equitativamente por estas quatro origens; os restantes dois isolados s&o

provenientes de amostras originarias de asas (Tabela 19).
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Tabelal9: Estudo da caracterizacdo do grupo filogenético em isolados de E. coli obtidos de placas de
Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de deteccdo fenotipica de
BLAES).

Grupo filogenético ~ Amostras  Origem Deteccéo fenotipica de BLAES

P4A Peito (+)

C4A Coxas +)

A PedA Pele (+)
M1A Moelas )

M6A Moelas )

AlA Asas +)

ASA Asas +)

P2A Peito (+)

P5A Peito (+)

CIA Coxas (+)

B1 C2A Coxas (+)
C3A Coxas (+)

C5A Coxas +)

PelA Pele (+)

Pe3A Pele +)

M3A Moelas (+)

A2A Asas O]

B2 A3A Asas (+)
P1A Peito )

A4A Asas +)

ABA Asas (+)

P3A Peito O]

D P6A Peito (+)
C6A Coxas (+)

Pe5A Pele (+)

M4A Molas O]

M5A Moelas (+)
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CAPITULO 5 - DISCUSSAO

A microflora bacteriana intestinal dos animais de consumo, assim como 0s Seus
produtos constituem ambientes favordveis para a sobrevivéncia, transferéncia e
disseminacdo de bactérias resistentes, entre animais e o Homem. A comunidade
cientifica reconhece a necessidade de realizar a avaliacdo da susceptibilidade aos
antibidticos em ‘“bactérias indicadoras” (como Escherichia coli) de diversas origens,
tendo em vista 0 combate 0 aumento da resisténcia antimicrobiana (Schroeder et al.,
2003; Angulo et al., 2004; Oguttu et al., 2008; Machado et al., 2008).

Um melhor conhecimento do impacto de diferentes antibidticos, em diferentes
nichos, constitui um passo importante no controlo da emergéncia e disseminacdo da
resisténcia em geral.

Este trabalho teve como objectivo, estudar a colonizagdo por E. coli em frangos
para consumo, detectar as taxas de resisténcia a distintos antibidticos, com especial
relevo aos antibidticos B-lactdmicos, tendo especial interesse a pesquisa de estirpes
produtoras de PB-lactamases de amplo espectro (BLAE), bem como a pesquisa da
presenca de factores de viruléncia.

No que respeita as amostras de carne de frango, semeadas em placas de Levine
ndo suplementadas com cefotaxima, obtivemos isolados de E. coli de todas as amostras
(100%), o que consiste com o0s resultados obtidos em dois estudos realizados com
amostras de carne de frango na Tunisia (Soufi et al., 2009; Soufi et al., 2011). Os
valores encontrados, no nosso estudo, sdo superiores aos valores encontrados em
estudos realizados com amostras de carne de frango nos Estados Unidos da Ameérica, no
Japdo, no Vietname e em Espanha (43%, 60%, 63,3% e 68,1%, respectivamente) (Saenz
et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Van et al., 2008; Hiroi et al., 2011).

Neste estudo obteve-se uma percentagem de resisténcia a ampicilina de 65,5%
(isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas, pele e moela). A elevada
percentagem de resisténcia (65,5%) detectada no presente estudo, é similar a
identificada num estudo recente em isolados de E. coli provenientes de carcacas de
frangos, na Tunisia (Soufi et al., 2011). No entanto, a percentagem de resisténcia
detectada é superior a encontrada em diversos estudos realizados na Dinamarca (15%)
(Jakobsen et al., 2010), na Tunisia (53%) (Soufi et al., 2009), no Japdo (48,3%) (Hiroi
et al., 2011), em Espanha (47%) (Séenz et al., 2001), e na Alemanha (>30%) (Guerra et
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al., 2003) em isolados de E. coli provenientes de carne de frango. Um estudo efectuado
por Van e colabores, no Vietname, em 2008 e, outro realizado por Ahmed et al., (2009)
no Japdo revelaram percentagens de 84,2% e 73,9, respectivamente, de isolados
resistentes a ampicilina, sendo estas percentagens mais elevadas do que a que se verifica
no presente estudo (Van et al., 2008; Ahmed et al., 2009)

Os isolados obtidos neste trabalho foram susceptiveis ao imipenemo, amicacina,
gentamicina e cefotaxima. Para o caso do imipenemo, amicacina, e cefotaxima os dados
obtidos s&o corroborados com outros estudos em carne de frango realizados em diversos
paises (Séenz et al., 2001; Soufi et al., 2009; Hiroi et al., 2011; Soufi et al., 2011). Por
outro lado, os mesmos estudos referidos anteriormente, detectaram percentagens de
resisténcia relativamente baixa a gentamicina (1,7% a 17%), o que difere dos resultados
obtidos (Saenz et al., 2001; Soufi et al., 2009; Hiroi et al., 2011; Soufi et al., 2011). Um
outro estudo realizado no Vietname por Van e colaboradores, detectou uma
percentagem de isolados de E. coli provenientes de amostras de carne de frango de
47,4% de isolados resistentes a gentamicina (Van et al., 2008). Um outro realizado por
Ahmend et al., (2009) no Japdo revelou que 7,2% dos isolados provenientes de
amostras de carne de frango eram resistentes a gentamicina e que 5,8% eram resistentes
a cefotaxima (Ahmed et al., 2009).

A percentagem de resisténcia as quinolonas testadas neste estudo (&cido
nalidixico e ciprofloxacina) foi elevada, sendo que 65,5% dos isolados apresentou
resisténcia ao acido nalidixico (isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas,
pele e moelas) e de 34,5% a ciprofloxacina (isolados provenientes de amostras de asas,
peito, coxas e pele). Um estudo realizado na Tunisia por Soufi e colaboradores, em
2011, com carne de frango, apresentou 72,3% de isolados resistentes ao acido nalidixico
e 19,9% a ciprofloxacina. Sendo que o valor de resisténcia encontrado para a primeira
quinolona é ligeiramente superior ao encontrado na presente investigacdo. Quando
comparados, os valores de resisténcia para a ciprofloxacina obtidos nos referidos
trabalhos, verifica-se que a percentagem de resisténcia obtida por Soufi e colaboradores,
é cerca de metade da resisténcia obtida no presente trabalho (34,5%) (Soufi et al.,
2011). Outro trabalho desenvolvido pelo mesmo autor com carne de frango, também na
Tunisia em 2009, demonstrou uma percentagem de resisténcia ao acido nalidixico
semelhante a obtida neste estudo, no entanto a percentagem de isolados resistentes a
ciprofloxacina, encontrada pelo referido autor, foi reduzida (7%) (Soufi et al., 2009).

Dois outros estudos desenvolvidos a cabo com carne de frango no Japdo e na
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Dinamarca, também detectaram uma percentagem de resisténcia a ciprofloxacina baixa
(6,7% e 7%) (Jakobsen et al., 2010; Hiroi et al., 2011). Outros estudos realizados com
isolados provenientes de carne de frango demonstram que a percentagem de resisténcia
a estas duas quinolonas é diferente, sendo que a percentagem de isolados resistentes ao
acido nalidixico € superior a percentagem de isolados resistentes a ciprofloxacina,
situacdo que também se verifica no nosso trabalho (Séenz et al., 2001; Guerra et al.,
2003; Van et al., 2008; Ahmed et al., 2009; Soufi et al., 2009; Soufi et al., 2011). As
elevadas percentagens de resisténcia as quinolonas registadas podera estar associada ao
facto de estes serem usados comummente na producéo intensiva de aves.

No presente trabalho, a percentagem de isolados resistentes ao sulfametoxazol-
trimetropim (isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas, pele e moelas) foi
de 27,6%. O valor obtido é inferior aos valores encontrados em estudos realizados em
Espanha, Japdo e Tunisia (34%, 50,7% e 77%, respectivamente) com amostras de carne
de frango (Saenz et al., 2001; Ahmed et al., 2009; Soufi et al., 2009) No entanto, outro
realizado na Alemanha por Guerra e colaboradores, também com amostras de carne de
frango, revelou uma percentagem de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetropim
ligeiramente inferior (21%) a encontrada por n6s (Guerra et al., 2003).

A resisténcia a tetraciclina, nos isolados obtidos de placas de Levine ndo
suplementadas, foi a que atingiu valores mais elevados, sendo de 72,4% (isolados
provenientes de amostras de asas, peito, coxas, pele e moelas). Estudos levados a cabo
por Soufi e colaboradores, em 2009 e 2011, na Tunisia, e por Van e colaboradores, em
2008, no Vietname, com carne de frango, revelaram percentagens de resisténcia a
tetraciclina muito elevadas (83%, 95,2% e 84,2% respectivamente) (Soufi et al., 2009;
Van et al., 2008; Soufi et al., 2011). Por outro lado, outros autores detectaram
percentagens de resisténcia em isolados de E. coli provenientes de amostras de frango,
mais baixas do que as detectadas no nosso estudo (Séenz et al., 2001; Ahmed et al.,
2009; Hiroi et al., 2011), e mesmo percentagens reduzidas de resisténcia (8%)
(Jakobsen et al., 2010).

Neste trabalho obteve-se uma percentagem de resisténcia ao cloranfenicol de
34,5% (isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas, pele e moela). Um
estudo levado a cabo por Van e colaboradores no Vietname em isolados de E. coli
provenientes de carne de frango, obteve uma percentagem de isolados resistentes ao
cloranfenicol (57,9%) superior a encontrada pelo nosso grupo de investigagdo (Van et

al., 2008). No entanto, a percentagem de resisténcia detectada é superior a encontrada
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em diversos estudos realizados na Tunisia (7% e 19,3%) (Soufi et al., 2009; Soufi et al.,
2011), no Japdo (10% e 17,4%) (Ahmed et al., 2009; Hiroi et al., 2011), em Espanha
(8%) (Séenz et al., 2001) e na Dinamarca (1%) (Jakobsen et al., 2010), em isolados de
E. coli provenientes de carne de frango.

A percentagem de resisténcia a tobramicina encontrada neste estudo foi de 6,9%
(isolados provenientes de amostras de peito e coxas). O valor encontrado esta de acordo
com os valores encontrados nos estudos realizados por Saenz e colaboradores, em 2001
em Espanha (6%), e por Soufi e colaboradores, e 2009 na Tunisia (7%), com isolados
de E. coli provenientes de amostras de carne de frango (Séenz et al., 2001; Soufi et al.,
2009).

A frequéncia de resisténcia a estreptomicina obtida neste estudo foi de 27,6%
(isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas, pele e moela). Outros dois
estudos levados a cabo por Soufi e colaboradores na Tunisia, um em 2009 e outro em
2011, realizados com isolados de E. coli provenientes de amostras de carne de frango,
obtiveram-se valores de resisténcia a estreptomicina (80 % e 69,3%, respectivamente)
muito superiores ao por nds encontrado (Soufi et al., 2009; Soufi et al., 2011). Outros
dois estudos realizados no Vietname e no Japdo, também com isolados de E. coli
provenientes de amostras de carne de frango, registaram igualmente valores de
resisténcia a estreptomicina elevados (63,2% e 66,6%, respectivamente), sendo estes
valores, cerca do dobro do valor de resisténcia a estreptomicina obtido no nosso estudo
(27,6%) (Van et al., 2008; Ahmed et al., 2009). Um trabalho realizado por Jakobsen et
al., (2010), na Dinamarca, tambem com isolados provenientes de carne de frango,
evidenciou uma percentagem de isolados resistentes a estrptomicina reduzida (7%)
(Jakobsen et al., 2010).

A percentagem de resisténcia aos B-lactdmicos amoxicilina + acido clavulanico e
cefoxitina foi de 13,8 %, sendo que os isolados resistentes foram provenientes de
amostras de peito, coxas e pele, em ambos os casos. Para a amoxicilina + &cido
clavulanico, os resultados obtidos foram corroborados com os dados obtidos nos
estudos levados acabo em Espanha por Saenz et al., (2001) (13%), no Vietname por
Van et al., (2008) (15,8%) e no Japdo por Ahmed et al., (2009) (10%), sendo todos
realizados com isolados de E. coli provenientes de amostras de carne de frango (Saenz
et al., 2001; Van et al., 200; Ahmed et al., 2009). Por outro lado, estudos levados a cabo
por Soufi e colaboradores em 2009 e 2011, detectaram percentagens de resisténcia em

isolados de E. coli provenientes de amostras de frango, mais baixas (3,6%) do que as
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detectadas por nos e mesmo nenhum isolado resistente a amoxicilina + acido
clavulanico (Soufi et al., 2009; Soufi et al., 2011). Para a cefoxitina, a percentagem de
resisténcia detectada é superior a encontrada em diversos estudos realizados em
Espanha (6%) (Saenz et al., 2001) e na Tunisia (0% e 1,2%) (Soufi et al., 2009; Soufi et
al., 2011), em isolados de E. coli provenientes de carne de frango. Um estudo realizado
por Ahmed e colaboradores, no Japao revelou que os isolados provenientes de amostras
de carne de frango apresentavam uma percentagem de resisténcia a cefoxitina de 23,2%
(Ahmed et al., 2009).

No presente trabalho, a percentagem de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos
ceftazidima e aztreonam foi de 3,5 %, sendo que para ambos o0s antibioticos, os isolados
que evidenciaram a resisténcia sdo provenientes de amostras de coxas. A percentagem
de resisténcia encontrada para estes B-lactamicos, apesar de reduzida, é superior a
encontrada em estudos realizados em Espanha (Séenz et al., 2001), e na Tunisia (Soufi
et al., 2009; Soufi et al., 2011). Por outro lado a percentagem de resisténcia detectada
para estes antibidticos, é inferior a encontrada por Ahmed et al., (2009) num estudo
realizado no Japao com isolados de E. coli provenientes de amostras de carne de frango,
13% para a ceftazidima e 15,9 % para o aztreonam (Ahmed et al., 2009).

A percentagem de multirresisténcia encontrada no nosso estudo foi de 55,2 %.
Dois estudos realizados no Japdo por Ahmed et al., (2009) e Hiroi et al., (2011) com
amostras de carne de frango encontraram multirresisténcia (40,6% e 25,9%,
respectivamente) numa percentagem inferior (Ahmed et al., 2009; Hiroi et al., 2011). O
valor encontrado, esta de acordo com os valores encontrados nos estudos realizados por
Guerra et al., (2003) na Alemanha (61%), com isolados de E. coli provenientes de
amostras de carne de frango (Guerra et al., 2003). Dois estudos realizados por Soufi et
al., (2009 e 2011) na Tunisia encontraram multirresisténcia em 96 % e 90%,
respectivamente, dos isolados (Soufi et al., 2009; Soufi et al., 2011).

Nas placas de Levine suplementadas com antibi6tico obtiveram-se a partir de 29
amostras de carne de frango (6 de asas, 6 de peito, 6 de coxas, 6 de pele e 5 de moelas),
27 isolados (93,1%) (6 de asas, 6 de peito, 6 de coxas, 4 de pele e 5 de moelas). Dos 27
isolados obtidos de placas de Levine com suplemento de cefotaxima, 23 isolados (5 de
asas, 4 de peito, 6 de coxas, 4 de pele e 4 de moelas) apresentaram fenotipo positivo de
producao de PB-lactamases de amplo espectro (BLAE). O que corresponde a uma
percentagem de 85,2% (23/27) de estirpes produtoras de P-lactamases de amplo

espectro (BLAE). Um outro estudo realizado em Portugal, com isolados de E. coli
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provenientes de amostras de carcacas de frango adquiridas em talhos, por Machado et
al., (2008), detectou estirpes produtoras de B-lactamases de amplo espectro (BLAE) em
60% dos isolados. Apesar da percentagem de estirpes BLAE encontrada ser elevada,
ainda se encontra abaixo do valor encontrado no presente trabalho (85,2%) (Machado et
al., 2008). Um estudo realizado na Holanda por Overdevest e colaboradores em 2011,
com isolados de E. coli provenientes de amostras de carne de frango, encontrou estirpes
BLAE em 79,8% dos isolados (Overdevest et al., 2011). A percentagem de estirpes
BLAE encontrada por Overdevest et al., (2011) vai de encontro aos resultados obtidos.

Um trabalho levado a cabo por Yuan et al., (2009), com isolados provenientes
de amostras de figado de frangos doentes, realizado na China, detectou estirpes BLAE
em 60,8% dos casos. Apesar de se tratar de amostras provenientes de animais doentes, a
percentagem de estirpes BLAE encontrada é inferior a encontrada no presente estudo.
Um trabalho realizado na Dinamarca por Jensen e colaboradores em 2006, com isolados
de E. coli provenientes de amostras de bifes de carne de vaca, importada da Alemanha,
vendidos em talhos na Dinamarca, detectou 2,8% (apenas 1 isolado) isolados BLAE,
sendo este valor muito inferior ao encontrado (Jensen et al., 2006). Outros estudos
realizados com alimentos, mas de origem vegetal (saladas com alface e tomate)
realizados em Espanha, por Mesa et al., (2006) e por Egea et al., (2011) com isolados
de E. coli, detectaram 1,3% e 3%, respectivamente, de estirpes de E. coli BLAE, sendo
o valor de estirpes BLAE encontradas nas saladas muito inferior a encontrada no nosso
estudo (Mesa et al., 2006; Egea et al., 2011).

A percentagem de estirpes de E. coli produtoras de B-lactamases de amplo
espectro (BLAE) encontrada no presente estudo (85,2%), € superior a encontrada por
outros realizados na Bélgica por Smet et al., (2008) (45%), em Portugal por Costa et al.,
(2009) (38,2%), em Espanha por Blanc et al., (2006) (26,6%) e por um outro estudo
realizado em Portugal por Machado et al., (2008) (10%), realizados com isolados de E.
coli provenientes de fezes de galinhas saudaveis (Blanc et al., 2006; Machado et al.,
2008; Smet et al., 2008; Costa et al., 2009).

Poucos trabalhos tém sido publicados com estirpes de E. coli provenientes de
amostras de alimentos, com vista a avaliar a presenca e/ou auséncia de estirpes BLAE.
No entanto no que concerne a animais destinados ao consumo humano, os estudos séo
mais abundantes e variados (estudos realizados com fezes de animais vivos, dos

estabulos e fezes retiradas de animais abatidos destinados a alimentacéo).
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Vaérios estudos realizados com amostras fecais de animais, demonstraram que
estirpes de E. coli BLAE estdo presentes em animais saudaveis destinados ao consumo
humano, como aves (frangos e perus) (Brifias et al., 2003; Smet et al., 2008; Costa et
al., 2009; Carneiro et al., 2010), suinos (Kozak et al., 2008; Escudero et al., 2010;
Gongcalves et al., 2010), bovinos (Jouini et al., 2007), peixes (Sousa et al., 2011) e
coelhos (Blanc et al., 2006; Mesa et al., 2006). Outros demonstraram, igualmente, que
estirpes E. coli BLAE se encontram em humanos e em ambiente hospitalar (Machado et
al., 2007; Mendonca et al., 2007), outros tém como objectivo avaliar o papel dos
alimentos como veiculo de transmissdo de estirpes multirressistentes, nomeadamente de
estirpes BLAE (Oguttu et al., 2008; Heider et al., 2009; Wu et al., 2009; Doi et al.,
2010).

Todos os trabalhos referidos anteriormente, bem como o presente, demonstram
que estirpes de E. coli produtoras de B-lactamases de amplo espectro (BLAE) estdo
presentes em diferentes nichos, assim como disseminadas ao longo de toda a cadeia
alimentar. A utilizagdo massiva de antibidticos B-lactamicos em medidas profilacticas e
no tratamento dos animais, parece ter sido a causa do inicio do aparecimento e da
seleccdo de bactérias produtoras de B-lactamases de amplo espectro, o que podera
explicar a elevada percentagem de BLAEs encontrada.

O gene blatewm foi detectado em 56,5% dos 23 isolados BLAE (13/23) (3 de asas,
3 de peito, 3 de coxas, 3 de pele e 1 de moelas), que apo6s sequenciar o amplicdo obtido
por PCR foi identificado como blargm-s2. O gene blatewm-s2 ja foi detectado amostras de
carne de frango em estudos realizados em Portugal (Machado et al., 2008) e na Holanda
(Overdevest et al., 2011), bem como em isolados provenientes de outros alimentos de
origem animal em estudos realizados na Dinamarca (Jensen et al., 2006), assim como
em animais para consumo (incluindo peixes) e mesmo em animais selvagens, em
estudos realizados em Portugal, Espanha, Franca e Bélgica (Blanc et al., 2006;
Cloeckaert et al., 2007; Poeta et al., 2008; Costa et al., 2009; Carneiro et al., 2010;
Sousa et al., 2011).

O gene blactx-m-1 foi encontrado em apenas dois isolados (1 de asas e 1 de
moelas). Este gene também foi detectado num isolado proveniente de carcacas de
frango adquiridas em talhos, por Machado et al., (2008) num estudo realizado em
Portugal; bem como em isolados provenientes de carne de frango, num estudo realizado
por Overdevest et al., (2011), na Holanda (Machado et al., 2008; Overdevest et al.,

2011). O gene blacrx-m-1 detectado no nosso estudo foi analisado por outros autores
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estando a sua presenca identificada em isolados fecais de frangos, suinos, animais
selvagens entre outros (Brifias et al., 2005; Blanc et al., 2006; Girlich et al., 2007;
Escudero et al., 2007; Radhouani et al., 2010; Gongalves et al., 2010)

O gene blactx-m-9 foi encontrado em 4 isolados (3 de asas e 1 de pele). Outros
autores identificaram a sua presenca em estudos realizados em Espanha com isolados
provenientes de animais para consumo (frangos, suinos e coelhos) (Brifias et al., 2005;
Blanc et al., 2006; Escudero et al., 2007), assim como em ambiente hospitalar (Brizio et
al., 2006; Doi et al., 2010).

O gene blacTtx-m-142 €Std amplamente disseminado na familia Enterobacteriaceae
em diversos paises, incluindo Portugal, onde foi identificado em animais para consumo,
animais selvagens, animais de companhia e mesmo em ambiente hospitalar (Costa et
al., 2004; Brifias et al., 2005; Jouini et al., 2007; Machado et al., 2007; Mendongca et al.,
2007; Poeta et al., 2008; Costa et al., 2009; Carneiro et al., 2010; Gongcalves et al.,
2010). No nosso trabalho o gene blactx-m-14a fOi detectado em 4 dos 23 isolados BLAE
(1 de asas, 1 de peito e 2 de moelas).

Os quatro tipos de BLAEs identificados: blatem-s2, blactx-m-1, blactx-mo €
blactx-m-14a, jJa foram anteriormente descritos em Portugal (Brizio et al., 2006; Machado
et al., 2007; Mendonca et al., 2007; Poeta et al., 2008; Costa et al., 2009; Carneiro et
al., 2010; Gongalves et al., 2010; Radhouani et al., 2010; Sousa et al., 2011).

Dos 23 isolados BLAE obtidos, todos apresentaram um fenétipo de resisténcia a
ampicilina. O mecanismo predominante de resisténcia a ampicilina detectado neste
trabalho foi a producgdo de B-lactamases do tipo TEM. Outros autores detectaram este
mesmo mecanismo em isolados de E. coli BLAE provenientes de alimentos (Brifias et
al., 2002; Jensen et al., 2006; Machado et al., 2008), de animais para consumo (Brifias
et al., 2002; Costa et al., 2009; Carneiro et al., 2010), em humanos (Brifias et al., 2002;
Machado et al., 2007) e mesmo em animais selvagens (Poeta et al., 2008).

O mecanismo de resisténcia a tetraciclina através de bombas de efluxo é o mais
abundante em bactérias Gram-negativas, encontrando-se 0s genes tetA e tetB, como
codificadores de resisténcia a este agente, mais frequentemente em isolados de E. coli
(Chopra and Roberts, 2001; Poole, 2005; Roberts, 2005). Dezassete, dos 23 isolados
BLAE, apresentaram um fenotipo de resisténcia a tetraciclina. Destes 17, 0 gene tetA
foi detectado em 15 e 0 gene tetB em 2 isolados. Os genes tetA e tetB ja foram descritos
como predominantes na resisténcia a tetraciclina em outros estudos levados a cabo com

isolados de E. coli BLAE provenientes de amostras de animais para consumo (Carneiro
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et al., 2010; Gongalves et al., 2010), em animais selvagens (Poeta et al., 2008; Costa et
al., 2009; Poeta et al., 2009; Gongalves et al., 2010; Radhouani et al., 2010) e mesmo
em animais de companhia (Costa et al., 2008a).

No presente estudo foram identificadas 4 estirpes, das 23 BLAE, resistentes a
gentamicina, sendo todas produtoras do gene codificante de AAC(3)-1l. Para
Escherichia coli pode-se observar vérias que modificam este antibiotico, inactivando-o.
O gene codificante da enzima AAC(3)-I1 ja foi identificado anteriormente em estudos
realizados com isolados de E. coli provenientes de amostras de animais para consumo
(Guerra et al., 2003; Costa et al., 2009), animais selvagens (Costa et al., 2008b;
Radhouani et al., 2010) e animais de companhia (Costa et al., 2008a).

Nos 11 isolados (dos 23 BLAE) com fendtipo de resisténcia a estreptomicina, 8
apresentaram o0 gene aadA. Este resultado encontra-se de acordo com estudos
efectuados por outros autores com amostras fecais de animais para consumo (Costa et
al., 2009; Gongcalves et al., 2010), animais selvagens (Costa et al., 2008b; Poeta et al.,
2008; Poeta et al., 2009) e animais de companhia (Costa et al., 2008a).

Apenas 1, dos 23 isolados BLAE, apresentou um fenotipo de resisténcia ao
cloranfenicol, sendo identificado o gene cmlA como sendo o responsavel pela
resisténcia a este antibiGtico. Este gene ja foi encontrado, como responsavel pela
resisténcia ao cloranfenicol em estudos realizados com estirpes de E. coli produtoras de
B-lactamases de amplo espectro provenientes de animais para consumo (Costa et al.,
2009) e animais selvagens (Poeta et al., 2008; Poeta et al., 2009).

No nosso estudo foram identificadas 20 estirpes, das 23 BLAE, resistentes ao
acido nalidixico e 10 a ciprofloxacina, sendo que estas Gltimas, evidenciaram um
fenotipo de resisténcia ao acido nalidixico. Todos os 20 isolados resistentes ao acido
nalidixico possuiam o gene gyrA com duas mutacGes que provocam alteracbes
aminoacidicas (substituicdo no tripleto 83 da producdo de serina por leucina e no
tripleto 87 da producédo de &cido aspartico por asparagina). Os 10 isolados resistentes a
ciprofloxacina possuiam o gene parC com uma mutacdo no tripleto 80 que causa
alteracdo aminoacidica (serina por isoleucina).

As mutacGes nos tripletos 83 e 87 do gene gyrA e no tripleto 80 do gene parC,
sdo descritas por outros autores, como sendo as mais frequentes em estudos realizados
com estirpes provenientes de amostras de animais para consumo (Jouine et al., 2007;
Costa et al., 2009; Hordijk et al., 2011), animais selvagens (Costa et al., 2008b; Poeta et
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al., 2009), de humanos (Moon et al., 2010; Bansal and Tandon et al., 2011) e mesmo de
animais de companhia (Costa et al., 2008a).

As mutacBes no gene gyrA, no caso do tripleto 83 conduzem a incapacidade de
formar as pontes de hidrogénio. A substituicdo no tripleto 87 implica a perda de um
aminoéacido carregado negativamente. O conjunto destas duas mutacfes é importante na
interaccdo da quinolona com o complexo DNAgirase-DNA. A substituicdo no tripleto
80 do gene parC provoca a perda da capacidade para formar pontes de hidrogénio
(Séaenz, 2004).

Mutagbes no tripleto 83, do gene gyrA, de serina por um &cido hidrofébico
(como a leucina) confere um grau de resisténcia superior, do que a mesma mutacdo no
tripleto 87. Quando ocorrem em conjunto mutagdes nos dois tripletos (83 e 87), os
niveis de resisténcia podem ser cerca de duas a trés vezes superiores, quando
comparados com espécies que apenas possuem mutacdo em um dos locais (Drlica and
Zhao, 1997). Em regra, a mutacdo no tripleto 83, do gene gyrA, estd ssociada a um
moderado nivel de resisténcia, no entanto, a co-existéncia de uma mutacgdo no tripleto
83 e, de uma outra ou duas no gene parC esta associada a um maior grau de resisténcia.
A existéncia em conjunto de trés mutacdes (duas no gene gyrA e uma no gene parC),
esta associada a um elevado nivel de resisténcia, sendo que a existéncia conjunta de
quatro mutagdes (duas no gene gyrA e duas no gene parC) esta associada a niveis muito
elevados de resisténcia (Drlica and Zhao, 1997). Tal ocorre porque, o grau de
susceptibilidade estd directamente relacionado com a localizacdo e com o nimero das
mutacgdes ocorridas (Trees et al., 1998).

As estirpes portadoras de BLAEs apresentam, frequentemente, um fenétipo de
multirressisténcia que abrange varios antibioticos ndo B-lactdmicos. De acordo com 0s
resultados do presente estudo, assim como, os resultados publicados por outros,
verifica-se uma clara associacdo de estirpes produtoras de P-lactamases de amplo
espectro a resisténcia a varios outros antibiéticos, tais como sulfonamidas, quinolonas,
aminoglicésideos, entre outros (Brizio et al., 2006; Poeta et al., 2008; Costa et al., 2009;
Carneiro et al., 2010; Radhouani et al.,, 2010). Esta informacdo é de extrema
importancia, na medida em que pode ser fundamental para uma melhor compreenséo de
possiveis mecanismos de co-selec¢do que ocorrem em estirpes BLAE devido ao uso de
antibidticos ndo B-lactamicos.

De realcar, que no nosso estudo foram detectadas 4 estirpes (1 de asas, 2 de peito

e 1 de moelas) com hiperprodugdo de B-lactamases do tipo AmpC (os 4 isolados de
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Escherichia coli obtidos de placas com Levine suplementadas com cefotaxima, que
evidenciaram resultado negativo para o teste de deteccdo fenotipica de BLAES). Esta
hiperproducéo, é originada por mutag¢fes pontuais no promotor deste gene nas posi¢des
-42 (C—-T); -18 (G—A) e -1 (C—T) e naregido atenuadora na posi¢ao +58 (C—T).

Sabe-se que, ndo sdo apenas as mutacdes que ocorrem na regido promotora do
gene ampC que contribuem para a hiperprodugdo de B-lactamases do tipo AmpC, mas,
também, as mutagbes que ocorrem na regido atenuadora, uma vez que estas
destabilizam a estrutura hairpin, o que faz com que a transcricdo aumente (Smet et al.,
2008).

As mutagOes nas posicoes -42 (C—T); -18 (G—A); -1 (C—T) e +58 (C—T) na
regido promotora/atenuadora do gene ampC, ja foram descritas anteriormente por outros
autores em isolados de E. coli provenientes de amostras fecais de aves (frango e
avestruzes), em estudos realizados em Portugal (Costa et al., 2009; Carneiro et al.,
2010) e em estudos realizados em Espanha (Brifias et al., 2002; Brifias et al., 2003).
Estas mutagdes, também, ja foram descritas em isolados de E. coli provenientes de
amostras fecais de animais de consumo (Brifias et al., 2005; Escudero et al., 2010) e,
mesmo, em isolados de E. coli provenientes de humanos (Brifias et al., 2002). A
hiperproducdo cromossomal de AmpC constitui um possivel mecanismo de diminuicéo
da sensibilidade a cefotaxima e a ceftazidima dado que mutagdes nas posicoes -42; -18;
-1 e +58 na regido atenuadora/promotora do gene ampC foram descritas anteriormente
pela sua importancia no aumento do nivel de transcricdo do gene ampC (Caroff et al.,
1999; Nelson and Elisha et al., 1999; Brifias et al., 2003; Costa et al., 2009).

A presenca de integrbes com genes cassete que conferem resisténcia aos
antibidticos aumenta a frequéncia das estirpes bacterianas multirresistentes. No nosso
estudo, analisou-se a presenca dos integrdes nos 27 isolados de E. coli obtidos de placas
de Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e negativos no teste de
deteccdo fenotipica de BLAES), sendo que foram encontrados 8 isolados que continham
um integrdo de classe 1 e quatro isolados apresentaram um integrdo de classe 2. Os
integroes de classe 1 possuem, por norma, na regido conservada 3’ os genes qacEAl e
sull, sendo a auséncia destes genes descrita com pouca frequéncia (Saenz, 2004; Sunde,
2005), sendo que no nosso estudo em todos os isolados que possuiam o integrdo de
classe 1 foram detectados os genes qacEAL1 e sull.

Dos 8 isolados que possuiam o integrdo de classe 1, quatro apresentaram a

regido varidvel aadAl e os restantes quatro apresentaram a regido variavel dfrAl.
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Todos os isolados que continham a regido variavel aadAl (isolados provenientes de
amostras de asas, peito e moelas), apresentaram um resultado negativo no teste de
deteccdo fenotipica de BLAES, por outro lado, os quatro isolados que continham a
regido varidvel dfrAl (isolados provenientes de amostras de peito, coxas, pele e
moelas), foram todos positivos no teste de detec¢éo fenotipica. Os genes cassete aadAl
e dfrAl encontrados tém sido frequentemente detectados em outros estudos em isolados
de E. coli provenientes de alimentos, animais de consumo, de humanos, animais de
companhia e mesmo em animais selvagens (Sunde, 2005; Skurnik et al., 2006; Costa et
al., 2008b; Machado et al., 2008; Poeta et al., 2008; Vinuée et al., 2008)

Os 4 isolados onde foram detectados integrdes de classe 2 (isolados provenientes
de amostras de asas, peito, coxas e pele) apresentaram a regido variavel composta pelos
genes cassete dfrAl + sat 2+ aadAl, apresentando todos um resultado positivo no teste
de deteccdo fenotipica de BLAEs. Esta regido variavel encontra-se descrita por
Machado e colaboradores (2008) em isolados de E. coli provenientes de animais de
consumo (galinhas e porcos), num estudo realizado em Portugal (Machado et al., 2008).

O facto de, alguns isolados albergarem integrfes e apresentarem graus elevados
de resisténcia a determinados antibidticos, contrariamente ao que acontece nos isolados
que ndo apresentam o integrdes, pode ser explicado devido a presenca de genes de
resisténcia nas regides variaveis e/ou conservadas dos integrdes, ou pela inclusdo de
genes de resisténcia e integrdes no mesmo elemento transponivel (Vinué et al., 2008).
Tendo em conta os resultados obtidos, podemos verificar que a resisténcia a
estreptomicina e ao sulfametoxazol-trimetropim encontra-se nos genes incluidos nos
integrdes, facto que lhes confere uma maior capacidade de disseminagéo.

Muitas das estirpes potencialmente patogénicas estdo presentes na flora entérica,
sendo que o seu potencial patogénico esta directamente relacionado com a presenca de
factores de viruléncia (Tiba et al., 2008). No presente estudo, a pesquisa da presenca
dos genes codificadores de factores de viruléncia foi realizada nos 27 isolados de E. coli
obtidos de placas de Levine com suplemento de cefotaxima (isolados positivos e
negativos no teste de deteccdo fenotipica de BLAES). O gene codificador de viruléncia
aer foi detectado em 20 isolados (isolados provenientes de amostras de todas as
origens), sendo o mais detectado. O gene fimA foi detectado em 11 dos 27 isolados
(isolados provenientes de amostras de asas, peito, coxas e pele). Num estudo realizado
por Carneiro et al., (2010), em Portugal com isolados provenientes de amostras fecais

de avestruzes, detectou que em todos os isolados BLAE se verificava a presenca dos
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genes codificadores de viruléncia aer e fimA (Carneiro et al., 2010). Os resultados
obtidos no nosso estudo, vdo de encontro aos resultados obtidos por Carneiro e
colaboradores (2010) e por Ruiz e colaboradores (2002), onde o gene fimA e o gene aer
foram os mais detectados (Ruiz et al., 2002; Carneiro et al., 2010).

O gene papC foi detectado em apenas 2 isolados (isolados provenientes de
amostras de peito e moelas). Um estudo levado a cabo por Tiba et al., (2008) com
isolados clinicos, detectou este gene numa percentagem superior a encontrada por nos
(Tiba et al., 2008). A percentagem de factores de viruléncia em isolados clinicos é
superior a percentagem de genes codificadores de viruléncia encontrada no presente
estudo (Ruiz et al., 2002; Tiba et al., 2008; Ewers et al., 2009).

A classificacdo filogenética de E. coli baseia-se em sequéncias de DNA
utilizadas como determinantes. As estirpes que foram identificadas nos grupos A e B1
sdo associadas a bactérias comensais ndo causadoras de infeccdes extra-intestinais. As
estirpes enquadradas nos grupos B2 e D estdo associadas a bactérias implicadas em
infeccbes extra-intestinais, sendo mais patogénicas (Clermont et al., 2000). No nosso
estudo, dos 27 isolados de E. coli provenientes de placas com suplemento de
cefotaxima, 16 pertenceram aos grupos filogenéticos denominados comensais (A ou B1)
e 11 pertenceram aos grupos filogenéticos mais comummente envolvidos em infecgdes
extra-intestinais e que possuem a maioria dos factores de viruléncia (B2 ou D).

Dos 27 isolados, 5 foram identificadas como pertencentes ao grupo A (isolados
provenientes de amostras de peito, coxas, pele e moelas) e 11 ao grupo B1 (isolados
provenientes de amostras de todas as origens). Todos os isolados pertencentes a estes
dois grupos filogenéticos apresentaram um resultado positivo no teste de deteccgéo
fenotipica de BLAEs. Trés dos isolados pertenceram ao grupo B2 (isolados
provenientes de amostras de asas e peito), sendo que 2 destes isolados apresentaram um
resultado negativo no teste de deteccdo fenotipica de BLAEs. Por ultimo, 8 isolados
pertenceram ao grupo D (isolados provenientes de amostras de todas as origens). Dos 8
isolados pertencentes a este grupo, 2 apresentaram um resultado negativo no teste de
detecc¢éo fenotipica de BLAEs.

Os resultados obtidos no nosso estudo véao de encontro aos resultados obtidos em
outros dois, um realizado em Portugal e outro na Australia, ambos realizados com
amostras de E. coli provenientes de amostras fecais de frango (Costa et al., 2009; Obeng
et al., 2011). Um estudo levado a cabo por Ewers e colaboradores (2009), na Alemanha,

com isolados de E. coli provenientes de amostras fecais de frangos, obteve resultados
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que diferem dos obtidos por nos, uma vez que, detectou uma percentagem mais elevada
de estirpes pertencentes aos grupos mais comummente envolvidos em infeccbes extra-
intestinais e mais virulentos (B2 e D), comparativamente com a percentagem de estirpes
classificadas nos grupos tipicamente comensais (A e B1) (Ewers et al., 2009). Um outro
trabalho realizado em Portugal por Machado et al., (2008), com isolados de E. coli
provenientes de amostras de carne e fezes de frango, detectou que os isolados obtidos se
distribuiam equitativamente entre os grupos tipicamente comensais (A e Bl) e 0s
grupos mais frequentemente envolvidos em processos de infeccBes extra-intestinais
(Machado et al., 2008).

A descrigéo de estirpes de E. coli produtoras de -lactamases de amplo espectro,
classificadas filogeneticamente nos grupos B2 e D (grupos mais virulentos e causadores
de infeccbes) em Portugal, tem sido descrita em isolados provenientes de animais para
consumo (frangos) e de carne de frango (Machado et al., 2008; Costa et al., 2009).
Contudo, também tém sido descritas estirpes de E. coli proveniente de isolados de
nichos completamente distintos dos descritos anteriormente (ecossistemas selvagens)
(Poeta et al., 2008; Poeta et al., 2009; Radhouani et al., 2010).
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a presenca de estirpes

comensais de Escherichia coli de carne de frango, com perfis de resisténcia distintos a

varios antimicrobianos e com genes codificadores de viruléncia.

De um modo geral, podemos concluir:

1.

Foram isolados estirpes de E. coli de todas as amostras de carne de frango
semeadas em placas de Levine ndo suplementadas com cefotaxima. Mais de
metade dos isolados (16/29) apresentaram um fendtipo de multiresisténcia.
Das amostras de carne de frango semeadas em placas de Levine
suplementadas com cefotaxima, foram obtidas estirpes de E. coli produtoras
de B-lactamases de amplo espectro (BLAE) em 79,3% das amostras.

O tipo de BLAE predominante nos isolados de E. coli de amostras de carne
de frango é o tipo TEM, sendo em todos os isolados identificada a variante
TEM-52. Também foram identificadas estirpes BLAE do tipo CTX
(variantes CTX-M-1; CTX-M-9 e CTX-M14a).

Nos isolados que evidenciaram um fenotipo de resisténcia as quinolonas,
verificou-se que a resisténcia a estes antibioticos era devida a muta¢des no
gene gyrA (no tripleto 83, ocorrendo a troca aminoacidica de serina por
leucina e no tripleto 87 da producdo de &cido aspéartico por asparagina) e
parC (no tripleto 80, verificando-se a troca aminoacidica de serina por
isoleucina).

Os 23 isolados BLAE apresentaram, frequentemente, resisténcia a outros
antibioticos, nomeadamente, tetraciclina, estreptomicina e sulfametoxazol-
trimetropim.

Dos isolados provenientes de placas de Levine suplementado com
cefotaxima foram identificados 4 com hiperproducéo de B-lactamases do tipo
AmpC. A hiperproducdo do gene ampC ¢é originada por mutacdes na regiao

promotora/atenuadora nas posigoes -42; -18; -1 e +58.
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7. A maioria dos isolados de E. coli resistentes ao sulfametoxazol-trimetropim
apresentam ‘“genes cassete” incluidos em integroes de classe 1 ou classe 2,
detectando-se uma diversidade na organizacdo genética dos mesmos. A
inclusdo de genes de resisténcia em integrbes favorece a co-selecgédo
mediante 0 uso de antibi6ticos ndo relaccionados, o que pode explicar o
surgimento de estirpes multirresistentes.

8. Foi identificada a presenca de genes codificadores de factores de viruléncia
nos 27 isolados provenientes de placas de Levine suplementadas com
cefotaxima. O gene aer foi identificado em 20 isolados, o gene fimA em 11
isolados e o gene papC em 2 isolados.

9. Dos 27 isolados provenientes de placas de Levine com suplemento de
cefotaxima, 16 pertenceram aos grupos filogenéticos tipicamente comensais
(A e B1) e 11 pertenceram aos grupos filogenéticos mais comummente

envolvidos em infecgOes extra-intestinais (B2 e D).

O presente estudo demonstrou que, a presenca de estirpes de Escherichia coli
produtoras de B-lactamases de amplo espectro (BLAES) em isolados provenientes de
amostras de carne de frango, é elevada, o que indica que estes animais constituem um
reservatorio de bactérias resistentes, que podem ser transferidas a outros animais e ao
Homem ao longo de toda a cadeia alimentar.

Com os resultados obtidos no presente trabalho, pretende-se alertar para a
presenca de estirpes de bactérias comensais, como Escherichia coli, com um perfil de
multirressiténcia, bem como estirpes produtoras de B-lactamases de amplo espectro
(BLAES), em isolados de alimentos (aparentemente inGcuos), cuja presenga, por si sO
coloca um desafio a seguranca alimentar, uma vez que levanta questfes no que respeita
a disseminacdo dos genes responsaveis pela resisténcia.

Assim, todos os cuidados higio-sanitarios ao longo de toda a cadeia alimentar
devem ser assegurados, para evitar que estirpes que apresentam um fenotipo de
resisténcia contaminem o Homem e transfiram para a sua microflora endogena, bem
como para espécies potencialmente patogénicas, 0s genes de resisténcia.

Porque, uma vez que ocorra contaminacdo do Homem, podera ocorrer, atraves

de processos de contaminacdo cruzada, a transferéncia dos genes de resisténcia para a
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microflora endégena do Homem, bem como para especies potencialmente patogénicas
para 0 Homem.

Os dados obtidos neste trabalho s&o importantes para alertar para a disseminacgéo
de estirpes BLAE, assim como, para a necessidade de estabelecer politicas de uso
prudente de antibidticos em animais de consumo, bem como em humanos. De salientar
a importancia de continuar estudos de vigilancia da resisténcia aos antibiéticos, tendo
em vista a evolugéo da resisténcia no tempo, em diferentes nichos, assim como o estudo

de factores que influenciam a sua seleccéo e disseminagéo.
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Anexos

CAPITULO 8 - ANEXOS

Anexo 1 — Meios de cultura utilizados

i) Eosin Methylene Blue Agar (Levine) — Meio selectivo e diferencial para o

isolamento de bactérias entéricas Gram-Negativas.

Composicéo:

Método:

Peptona — 10 g/l

Lactose — 10 g/l

Fosfato dipotassico hidrogenado — 2 g/l
losinaY — 0,4 g/l

Azul-de-metileno — 0,065 g/l

Agar — 15 g/l

pH - 6,6 +2

Suspender 37,5 gramas em 1 litro de agua destilada. Deixar em ebulicdo para

dissolver completamente. Esterilizar em autoclave 15 minutos a 121°C.

i) Brain-Heart-Infusion (BHI) — Meio ndo selectivo, muito nutritivo, utilizado

para o crescimento de bactérias.

Composicéo:

Método:

Cérebro de vitelo e coracdo de vaca solidos — 17,5 g/l
Protease peptona — 10g/I

Glucose — 2g/I

Cloreto de sddio — 5 g/l

Fosfato dissodico — 2,5 ¢/l

Agar — 15 g/l (adicionar caso se pretenda o meio s6lido)
pH-7,4+0,2,225°C

Dissolver 37 gramas em 1 litro de agua destilada. Esterilizar em autoclave 15

minutos a 121°C.
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iii) Mueller-Hinton Agar (MH) - Meio utilizado para a determinacdo da

sensibilidade aos antibioticos.

Composigéo:
¢ Infuséo desidratada de carne de vitelo — 300 g/l
e Hidrolisado de caseina 17,5 g/l
e Amido-1,5g/l
e Agar-17 g/l
e pH-73%0,1,a25°C
Meétodo:

Dissolver 38 gramas em 1 litro de &gua destilada. Esterilizar em autoclave 15

minutos a 121°C.

iIv) Skim milk — Meio utilizado para conservar os isolados a temperaturas de

congelagdo.

Composigéo:
e Leite em po a 10%, dissoluto em agua esterilizada e desionizada,
com teor em gordura < 1,5 g/l e teor em proteinas > 34 g/l.

e Agar-17 g/l

Meétodo:
Dissolver 100 gramas em 1 litro de agua destilada. Esterilizar em autoclave 5

minutos a 121°C.
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