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Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli
produtoras de ESBL isoladas de animais selvagens

Resumo

Os plasmideos sdo elementos importantes na mobilidade dos genes de resisténcia aos
antibiéticos, como os que codificam beta-lactamases de largo espectro (ESBL), que sdo de
elevada importancia clinica. Isolados de E. coli produtoras de ESBL, estdo altamente
disseminados nos hospitais em todo 0 mundo e de forma semelhante e ja foram detectados em
animais selvagens no meio-ambiente. Isolados de E. coli positivos para a producdo de ESBL
das classes CTX-M, TEM e SHV (n=53) foram recuperados em amostras fecais de animais
selvagens em estudos prévios, e 0 seu fenotipo e gendtipo de resisténcia aos antibioticos foi
também determinado previamente nesses estudos. O objectivo do presente estudo foi
determinar a sua diversidade clonal através de electroforese em campo pulsado (PFGE) e
verificar a transferéncia de determinantes de resisténcia entre as estirpes de E. coli produtoras
de ESBL e uma estirpe receptora especifica, através de conjugacdo, bem como determinar

plasmideos de resisténcia nos dadores e transconjugantes obtidos.

Neste estudo foram incluidos cinquenta e trés isolados de E. coli de diferentes origens:
de lobo (n=14), dourada (n=10), lince ibérico (n=9), javali (n=8), aves de rapina (n=4), raposa
(n=3), aves selvagens dos Acores (n=2), veado (n=2) e coruja (n=1), e contendo 0s genes
blactx-m-14 (n=18), blactx-m-1 (N=12), blarem-s2 (n=9), blatem1 (N=15) e blasyy-12 (N=17). As
estirpes pertenciam aos grupos filogenéticos A (n=23), B1 (n=20) e D (n=10). Todos o0s
isolados foram submetidos a electroforese em campo pulsado (PFGE) utilizando a enzima
Xbal. A maioria apresentou padrdes de PFGE diferentes, sendo possivel detectar 44 padrdes
distintos. Vinte e nove isolados foram entdo seleccionadas com diferente padrdo de PFGE,
tipo de ESBL e com diferente origem e todas apresentando susceptibilidade a rifampicina.
Desta seleccdo, os isolados pertencentes ao grupo filogenético D (n=8) foram submetidos a
tipificacdo de sequéncias multilocus (MLST), e foram observados quarto STs distintos: ST69,
ST115, ST117 e ST2001. A seleccdo de 29 isolados possuia 0s genes blactx-m-14 (10
isolados); blactx-m- (8 isolados); blatems, (5 isolados); blatem-1 (8 isolados); e blasyv-12 (8
isolados). Vinte e um isolados transferiram os genes ESBL através de conjugacdo para a

estirpe receptora E. coli CSH26 (lactose negative, resistente a rifampicina e sem plasmideos).
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A andlise dos plasmideos foi realizada nos dadores e nas estirpes transconjugantes. Foram
observados entre um e seis replicdes distintos nos dadores, sendo os mais frequentes, IncK
(17 isolados), Incl1 (14 isolados) and IncFIB (12 isolados). O replicdo Incll foi identificado
em 13 transconjugantes obtidos a partir de estirpes dadoras com os genes CTX-M-1, CTX-M-
14, TEM-1, TEM-52 e SHV-12. Os genes ESBL sdo facilmente transferidos através de
conjugacdo para outras estirpes de E. coli e é possivel que os plasmideos Incll tenham um
papel importante no processo de transferéncia.

Palavras-chave: Animais selvagens, E. coli produtora de ESBL, PFGE, MLST, Plasmideos,
Conjugacao.

Xii



“Diversity and study of plasmid content of ESBL-producing
Escherichia coli recovered from wild animals”

Abstract

Plasmids are important elements for the mobilization of antibiotic resistance genes, as
those encoding extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), and of great clinical relevance.
ESBL-producing E. coli isolates are largely disseminated in hospitals all over the world and
have also been detected in animals and in the environment. ESBL-positive E. coli isolates of
the CTX-M, TEM and SHV classes (n=53) have been recovered from wild animals in
previous studies and their phenotype and genotype of antibiotic resistance have been
previously determined. The purpose of the present study was to determine their clonal
diversity by pulsed-field-gel-electrophoresis (PFGE), and to verify the transferability of
resistance determinants in these ESBL-positive E. coli isolates to a specific receptor strain by
conjugation, as well as to detect R plasmids in donors and transconjugants.

Fifty-three ESBL-positive E. coli isolates recovered from Iberian wolf (n=14), gilthead
seabream (n=10), Iberian lynx (n=9), wild boar (n=8), birds of prey (n=4), fox (n=3), wild
birds from Azores (n= 2), deer (n=2), and owl (n=1), and carrying the genes blacrx-m-14
(n=18), blactx-m-1 (N=12), blatem-s2 (N=9), blarem-1 (N=15) and blasyy-12 (n=17) were included
in this study. Isolates were ascribed to the phylogenetic groups A (n=23), B1 (n=20) and D
(n=10). All these isolates were submitted to PFGE analysis with Xbal enzyme. Most of them
showed unrelated patterns with the detection of 44 different PFGE patterns. Twenty-nine of
these strains were selected as representative, showing different PFGE, type of ESBL and
origin, and all of them presented rifampicin susceptibility. From this selection, the isolates
ascribed to the phylogenetic group D (n=8) were submitted to multilocus sequence typing
(MLST), and four different ST’s were detected: ST69, ST115, ST117 and ST2001. The
selection of 29 strains carried the genes blactx-m-14 (10 strains); blacrx-m-1 (8 strains); blargm-
52 (5 strains); blargm-1 (8 strains); and blasyy-12 (8 strains). Twenty-one isolates transferred by
conjugation the ESBL gene to E. coli CSH26 receptor strain (lactose-negative, rifampicin-
resistant, non plasmidic). Plasmid replicon typing was performed in donor and transconjugant
isolates. From one to six different plasmid replicon types were detected in donor strains being
IncK (17 strains), Incll (14 strains) and IncFIB (12 strains) the most frequent ones. A Incll

plasmid was detected in 13 transconjugants obtained from donor strains carrying genes
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encoding CTX-M-1, CTX-M-14, TEM-52, TEM-1 and SHV-12. ESBL genes can be easily
transferred by conjugation to other E. coli and Incl1 plasmids might have an important role in

this mobilization process.

Keywords: Wild animals, ESBL-producing E. coli, PFGE, MLST, Plasmids, Conjugation.
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Introducao

“Tell me and I forget, teach me and I may remember, involve me and I learn.”

- Benjamin Franklin -
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1 Breve Historia dos Antibidticos e Respectivas Resisténcias

De forma a compreender aprofundadamente os principios da resisténcia
antimicrobiana, justifica-se, realizar uma viagem ao passado e descobrir a origem e evolucéo

da utilizacdo dos antibi6ticos ao longo do tempo.

Para além da origem grega, avti - anti + Piotikdc - biotikos, "contra um ser vivo",
obviamente antiga, também a sua utilizacdo remonta-nos para civilizacdes bastante remotas.
Iniciamos esta viagem no tempo, e retrocedemos até ao ano de 1550 a.C. e a civilizacdo

egipcia.

Relatos contidos num dos mais antigos e importantes tratados médicos da historia, o
Papiro Ebers, contam pormenorizadamente a utilizacdo de uma mistura de mel, banha de
porco e fibra de algodao de forma a criar um género de curativo para cobrir feridas (McKenna
e McKenna 1998), algo curioso, pois hoje € amplamente reconhecido o poder curativo do
mel, bem como a sua capacidade de eliminar algumas bactérias, devido ao elevado teor em
perdxido de hidrogénio (produzido pela enzima glicose oxidase). Relatos com cerca de 2000
anos, descrevem ainda a utilizacéo, em diversos locais, como o Egipto, a China e a Grécia, de
pdo velho e colonizado por fungos como tentativa de travar infeccdes cutaneas (Keyes et al.
2008).

Apesar de estas civilizagdes antigas utilizarem este tipo de “medicina tradicional” com
a crenca e o intuito de satisfazer os deuses responsaveis pela doenca, hoje em dia podemos
facilmente justificar a eficacia destes remédios caseiros atraves da sua composi¢do quimica e

de alguns metabolitos presentes nestas misturas.

Contrariando a crenca popular de que os antibidticos sdo uma invencdo recente, e
apoiando o facto de que a producdo de pequenas moléculas com capacidade antimicrobiana
ocorre de forma natural na natureza, investigacbes recentes detectaram vestigios de
tetraciclina (Bassett et al. 1980), um dos antibiéticos ainda hoje utilizados, em esqueletos
humanos datados de 350-550 encontrados na Nubia Sudanesa, algo que apenas pode ser

explicado através de uma dieta rica em materiais que contenham este antibiédtico, como por
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exemplo cerveja fabricada com gréos infectados com Streptomyces, como sugerem 0s
investigadores (Nelson et al. 2010). Para além deste estudo, outro caso de exposicdo a
tetraciclina foi detectado em esqueletos humanos do periodo Romano no Egipto, através da
analise de fluorocromos (Cook et al. 1989). Ambos os estudos sugerem que 0 consumo deste
antibiético natural teve um efeito protector positivo nas populacdes em causa, visto existirem

raros vestigios de infecgdes nos individuos analisados.

As caracteristicas Unicas da tetraciclina, como a forte capacidade quelante e o facto de
ser facilmente incorporada na parte mineral do 0sso, bem como no esmalte dos dentes, fazem
com que seja facilmente detectada e que funcione como marcador metabdlico (Aminov 2010).
Assim sendo, a deteccdo de outros antibioticos em civilizagBes antigas torna-se bastante
dificil, e s6 e possivel atraves da analise de relatos histdricos e de costumes tradicionais. Foi
através da andlise de tradicbes historicas que se desenvolveram mais dois estudos
interessantes: o primeiro, sobre a capacidade antibiotica dos solos vermelhos da Jordania
(Falkinham et al. 2009), sendo relevante referir que a antiga (e actual) utilizacdo da terra
como alternativa farmacéutica para infeccbes cutaneas levou a descoberta de bacterias
produtoras de antibidticos como a actinomicina; e o segundo focado nas propriedades
antimicrobianas de diversas plantas utilizadas na medicina tradicional chinesa (Wong et al.
2010).

Todos estes estudos comprovam e reconhecem que a resisténcia aos antibioticos existe
desde a existéncia de antibidticos e muito antes de o Homem comecar a produzi-los em
massa. Contudo, e essa é a grande preocupacdo actualmente, pois a existéncia de bactérias
resistentes nunca existiu em tao larga escala. A analise filogenética de diferentes genes de
resisténcia comprova a presenca deste tipo de material genético na natureza muito antes da
chamada “época dourada” dos antibioticos (Aminov 2009), como é o caso dos estudos
evolutivos sobre B-lactamases em Klebsiella oxytoca, que mostram que estas enzimas tém

vindo a evoluir neste hospedeiro durante mais de 100 milhGes de anos (Fevre et al. 2005).

Continuando a viagem pela histéria dos antibidticos e da evolucdo de bactérias
resistentes, chegamos a 1888, ano em que E. Freudenreich, cientista alemao, conseguiu isolar
um produto bacteriano que possuia propriedades antibacterianas. O aleméo observou que o
pigmento azul libertado por culturas de Bacillus pyocyaneus (hoje em dia Pseudomonas
aeruginosa) conseguia travar o crescimento de algumas bactérias patogénicas, porém, apos

um ano, e depois dos testes clinicos, Rudolf Emmerich e Oscar Loew, também de
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nacionalidade alemd, provaram que a “piocianase” era instavel e toxica para 0S pacientes,
adiando assim a producdo e o desenvolvimento de um farmaco antibacteriano eficaz
(Emmerich e Low 1899; Hays et al. 1945; Levy 2002).

Entrando na denominada era dos antibidticos, um dos principais fundadores foi um
médico também alemdo, Paul Ehrlich, que investigou intensivamente a produgdo de uma
“bala magica” (“magic bullet”) que fosse capaz de selectivamente eliminar bactérias
patogénicas sem efeitos secundarios nos hospedeiros. Baseando-se na observacao de alguns
corantes que surgiram na época, como a anilina, que conseguiam corar selectivamente alguns
microorganismos, Ehrlich iniciou em 1904 um estudo massivo em busca de um farmaco
contra a sifilis, doenca que era incurdvel na altura. Juntamente com um quimico, Alfred
Bertheim, e um bacteriologista, Sahachiro Hata, basearam-se num farmaco altamente tdxico,
0 Atoxil, e testaram-no em coelhos infectados com sifilis (Ehrlich e Halta 1910). Apos
numerosos fracassos, em 1910, Ehrlich e os seus colaboradores descobriram a formula final
do composto 606, mais tarde denominado de salvarsan, um produto arsenico sintético, capaz
de curar as cobaias infectadas com sifilis. Assim nasceu o primeiro agente quimioterapéutico,
que teve bastante éxito, tal como o0 seu sucessor menos toxico, 0 neosalvarsan, até ao

surgimento, em 1940, da penicilina (Aminov 2010).

Apesar das notaveis descobertas de Ehrlich, o primeiro antibiotico comercialmente
disponivel, foi o Prontosil. Sintetizado em 1932 pelos quimicos Josef Klarer e Fritz Mietzsch
e testado em ratos por Gerhard Domagk (Tabela 1) (Domagk 1935), este farmaco, que curou
varias doencas, como meningites e pneumonias, foi o precursor das chamadas sulfonamidas,
um importante grupo de antibidticos sintéticos, levando um dos seus descobridores, Domagk,
a receber o prémio Nobel em 1947. A sua producédo de baixo custo e a falta de patente, levou
a uma rapida e vasta expansdo da sua venda, o que hoje em dia se reflecte num dos casos mais
alarmantes de disseminacdo de resisténcias, as bactérias resistentes a sulfonamidas (Aminov
2010).

Mas o verdadeiro marco historico da “era dourada” dos antibioticos foi a descoberta
da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928 (Tabela 1). Este bidlogo escocés descobriu
este antibiotico de maneira fortuita, quando observou que o fungo Penicillium notatum, que
contaminara uma cultura de Staphylococcus aureus, inibia o crescimento da bactéria (Fleming
1929). Contudo, e devido a falta de apoio da comunidade cientifica, a purificacdo de

quantidades suficientes de penicilina para ensaios clinicos s6 aconteceu em 1940 pelas maos
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de dois investigadores de Oxford, Howard Florey e Ernest Chain (Chain et al. 2005). Apos a
descoberta dos protocolos de purificacdo, a producdo em massa da penicilina chegou a tempo
de salvar centenas de vidas das tropas aliadas durante a Segunda Guerra Mundial (Abraham
1983). Esta descoberta levou os trés investigadores a receber o prémio Nobel da Medicina em
1945,

Baseando-se nas suas observagdes laboratoriais, Fleming previu e alertou que o abuso
do consumo da penicilina levaria a propagacdo de bactérias resistentes ao antibidtico, visto
que as bactérias conseguiam transmitir genes horizontalmente. Apesar dos avisos e das
precaucdes recomendadas por este investigador, a penicilina tornou-se livremente disponivel
ao publico durante alguns anos, até ser necessaria uma prescricdo médica (Aminov 2010).
Este uso exacerbado da penicilina levou as companhias farmacéuticas a desenvolver outros
antibioticos derivados, como a meticilina. Apesar de suprir inicialmente as falhas que a
penicilina tinha, a sua utilizacdo exagerada levou a um dos casos mais preocupantes de
infeccbes da actualidade, como Staphylococcus aureus, resistente a meticilina (MRSA)
(Tabela 1).

De forma quase simultanea a descoberta e prescricdo dos primeiros antibidticos em
humanos, iniciou-se, de forma casual, a sua utilizagdo como promotores de crescimento na
producdo animal. Decorria 0 ano de 1948 quando Robert Stokstad, um nutricionista
veterinario, e Thomas Jukes, um bioquimico, ambos trabalhadores da companhia
farmacéutica Lederle, principiaram um estudo com o objectivo de desenvolver um “factor
proteico animal”. Focados em varios estudos prévios com vitamina B12 como promotora do
crescimento, e trabalhando nos laboratorios de uma empresa farmacéutica (os laboratérios
Lederle descobriram a primeira tetraciclina), os dois investigadores descobriram que as cubas
de Streptomyces aureofaciens, utilizadas para produzir o antibiético clorotetraciclina,
continham restos celulares com elevadas quantidades de vitamina B12 (Stokstad et al. 1949).
Ap0s introduzirem este suplemento fermentado de S. aureofaciens na dieta de um conjunto de
pintos, Stokstad e Jukes constataram que 0s animais cresciam mais rapidamente em relacédo
aos animais alimentados apenas com extracto de figado, fonte natural de vitamina B12
(Stokstad e Jukes 1950). Como as quantidades de antibidtico utilizados como factores de
crescimento em animais e como medicacdo profilactica eram sub-terapéuticas, desde esse
ensaio e durante muitos anos, a inddstria alimentar usou e abusou da sua aplicacdo (Prescott e

Dowling 2013). A utilizacdo dos antibidticos com este proposito foi proibida em 2006 na
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Comunidade Europeia [Regulamento (CE) N° 1831/2003]. Este decreto diz que “os
antibidticos, com excepcdo dos coccidiostaticos e dos histomonostaticos, s6 podem ser
comercializados e utilizados como aditivos para a alimentacdo animal até 31 de Desembro de
2005; a partir de 1 de Janeiro de 2006, essas substancias sdo suprimidas do registo”.

Com a “era dourada” dos antibidticos, entre 1950 e 1970, com o surgimento de
dezenas de novos farmacos, como a estreptomicina e a ampicilina, veio também a era dourada
das resisténcias (Tabela 1). Observacdes publicadas num estudo de 1940, antes da utilizacéo
massiva da penicilina, ja sugeriam a existéncia de bactérias capazes de eliminar o antibi6tico
através de degradacdo enzimatica (Abraham e Chain 1988). Contudo, e durante algum tempo,
0s estudos sobre resisténcias transmitiam uma versdo bastante optimista da situacéo, levando
mesmo o cirurgido americano William H. Stewart a declarar, em 1960, o fim das doencas
infecciosas: “¢ hora de fechar o livro sobre as doengas infecciosas e declarar vitéria na guerra

contra as epidemias” (Sengupta et al. 2013).

Toda esta euforia ndo se prolongou durante muito tempo e comecaram a surgir oS
primeiros casos de resisténcia a antibioticos em hospitais, onde estes eram mais utilizados. Os
primeiros casos de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina surgiram em Londres,
pouco despois da sua introducdo no mercado. Em 1962 o primeiro caso de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) foi identificado no Reino Unido e seis anos mais tarde
nos Estados Unidos da América (Ventola 2015). Varios casos de bactérias multirresistentes
em diferentes espécies, como Escherichia coli, Shigella ou Salmonella. foram tambem
identificados entre o final da década de 1950 e o inicio de 1960 (Levy e Marshall 2004). Os
casos de resisténcia a tetraciclina subiram de 2% em 1950 para uns assustadores 80% em
1990 (Shoemaker et al. 2001). E antibiéticos como a canamicina, muito utilizado na década
de 1950, tornou-se praticamente obsoleto (Criswell 2004; Griffith 1966).

As elevadas taxas de mortalidade devido a infecces com bactérias multirresistentes
(aproximadamente 25,000 pacientes por ano na Unido Europeia), levou a Organizacao
Mundial de Satde a fazer a seguinte declaracdo em 2014: “Esta séria ameaca nd3o € uma
previsdo para o futuro, esta a acontecer agora, em todas as regides do mundo e tem potencial

para afectar qualquer pessoa, de qualquer idade, em qualquer pais.”
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Tabela 1. Cronograma da utilizacdo de novos antibidticos e do desenvolvimento de bactérias resistentes

(Adaptado de Lewis, 2013 e Wright, 2007)

Classe de s
Antibiotico Antibiotico
B-Lactamicos Penicilina
Sulfonamidas Prontosil

Aminoglicosideos
Tetraciclinas
Cloranfenicois
Macrolidos
Glicopéptidos
Oxazolidinonas
Rifampicinas
Aminoglicosideos
B-Lactamicos
Quinolonas
Cefalosporinas

Estreptograminas
Sulfonamidas/

Trimetoprim
Lipopéptidos

Diarilquinolinas

Estreptomicina
Clorotetraciclina
Cloranfenicol
Eritromicina
Vancomicina
Linezolida
Rifampicina
Canamicina
Meticilina
Ciprofloxacina
Cefalotin

Estreptogramina B
Trimetoprim-

Sulfametoxazol
Daptomicina

Bedaquilina

Nas Ultimas décadas a investigacdo relativa a resisténcia aos antibidticos estava
principalmente dirigida para as bactérias patogenicas em infecgdes nosocomiais. Hoje, tendo
em conta a pressdo selectiva que o Homem provocou através do uso incorrecto dos
antibioticos, a capacidade uUnica das bactérias transferirem genes entre si, através de
plasmideos de resisténcia (R) que podem conter varios genes de resisténcia, e o facto de as
bactérias possuirem resisténcias intrinsecas, levou os grupos de investigagdo a abrangerem

outros campos de investigacao.
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Uma definicdo de resistoma bacteriano foi criada por Gerard Wright, contendo todos 0s
genes que contribuem directa ou indirectamente para a resisténcia aos antibioticos: os genes
de resisténcia de microorganismos ambientais (resistoma ambiental), os genes de resisténcia
das bactérias patogeénicas (clinico), os genes de resisténcia intrinseca (intrinseco) e 0s genes
que codificam proteinas metabdlicas (protorresisténcia) (Wright 2010a). O alargamento do
foco levou também ao desenvolvimento de diversos estudos centrados, ndo s6 na medicina
humana mas também na veterinaria, no meio ambiente e na seguranca alimentar (Costa et al.
2006; Heuer et al. 2011; Saenz et al. 2004; Wright 2010a).

Hoje em dia, o fendbmeno da resisténcia aos antibiéticos é uma ameaca a nivel global, que
requer uma abordagem intensiva e transversal, como referia Rustav Aminov em 2010: “é um
problema complexo que exige esforgos concertados de microbidlogos, ecologistas,
profissionais da area da saude, educadores, legisladores, 6rgdos legislativos, trabalhadores da
industria agricola e farmacéutica, e da populacdo em geral. Na verdade, devia ser uma
preocupacao de todos, porque, no final, ha sempre a probabilidade de qualquer um de nos, a
qualgquer momento, ser infectado com um patogénico resistente a antibioticos” (Aminov
2010).

1.2 A Transversalidade da Resisténcia aos Antibidticos

O que surgiu primeiro, o antibiético ou a resisténcia? Os primeiros estudos
relacionados com a existéncia de genes de resisténcia foram bastante pragmaticos e
conclusivos quanto a esta questdo. Previamente a descoberta e introducéo dos antibi6ticos por
parte do Homem, varios estudos revelaram a existéncia de factores de resisténcia na natureza,
em comunidades livres de qualquer pressdo farmacoldgica, como foi o caso da observacéo,
em 1946, de Escherichia coli resistente a estreptomicina e tetraciclina, muito antes de estes
farmacos serem descobertos e estarem disponiveis para utilizacdo (Gardner et al. 1969), o que
levava a crer que a fonte mais provavel dos tais factores de resisténcia seria a microbiota
ambiental. Podemos entdo apontar o ambiente e 0s microorganismo que nele vivem, como a
origem de muitos dos genes de resisténcia existentes, sendo alguns bastante semelhantes aos

genes hoje observados em estirpes patogénicas (Canton 2009; Wright 2010b).
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Com a evolugdo da ciéncia, e da genética em particular, foi possivel aprofundar esta
analise ambiental aos genes de resisténcia, e o desenvolvimento da area da metagenomica e
das ferramentas de sequenciacdo, permitiu provar que as bactérias ambientais, principalmente
provenientes do solo, mas ndo sd, contém um vasto nimero de elementos genéticos capazes
de conferir resisténcia antimicrobiana (Martinez 2012). Todo este novo conhecimento conduz
entdo a outra questdo: qual a funcdo destes genes de resisténcia presentes em hospedeiros em
ambiente “virgem”, sem pressdes selectivas? Abordando esta temética, José Martinez, em
2012, dividiu a evolucdo dos genes de resisténcia em duas eras distintas. A primeira, que
durou até a utilizacdo de antibiéticos por parte do Homem, define os genes de resisténcia
como sendo cromossoémicos, e possuindo diversas fungdes: desde desintoxicagdo do prdprio
antibiético produzido, passando por funcBes na biosintese do préprio antibidtico (Benveniste
e Davies 1973), ou na biosintese da parede celular, como é o caso das beta-lactamases (Jacobs
et al. 1994), até ao transporte de moléculas sinalizadoras ou desintoxicacdo de metabolitos
(Martinez et al. 2009). Assim sendo, é possivel que muitos genes de resisténcia possuam uma
funcdo dupla nas bactérias. De forma a introduzir a segunda época na evolucdo dos genes de
resisténcia, Martinez, afirma ainda que, apesar de um gene plasmidico ser capaz de produzir
resisténcia aos antibioticos num hospedeiro novo, isso ndo significa que 0 mesmo gene possua

0 mesmo efeito no seu hospedeiro de origem (Martinez 2012).

A falta da estrutura bioquimica e do contexto genético num novo hospedeiro, obriga o
gene transferido a limitar a sua funcdo a resisténcia (Baquero et al. 2009), fenémeno que pode
ser apelidado de exaptacdo, que é uma adaptacdo bioldgica consequente de pressoes
selectivas. E foi exactamente isso que o Homem fez durante as varias décadas de utilizagédo
massiva dos antibidticos, quer na area da medicina humana e veterinaria, quer na area
ambiental, na agricultura e na pecuéria, tornando mais célere o processo evolutivo da segunda
era. Analises realizadas através de um arquivo de solos, permitiu observar um aumento
significativo de genes de resisténcia aos antibioticos desde 1940, o que apoia a tese de que a
utilizacdo de antibioticos pelos humanos veio contaminar os ecossistemas e acelarar o

processo evolutivo dos genes de resisténcia (Knapp et al. 2010).

A transversalidade da resisténcia antimicrobiana afecta diferentes ecossistemas e cada
um com diferentes genes de resisténcia. A capacidade de transferéncia dos elementos
genéticos moveis com genes de resisténcia contribui também para uma maior

transversalidade, sendo possivel observar genes de resisténcia até em animais selvagens que
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teoricamente ndo teriam qualquer contacto com antibiéticos (Costa et al. 2006; Martinez
2009; Poeta et al. 2009).

Mudamos agora o foco para 0s animais, visto serem um dos alicerces desta
dissertagdo, mais especificamente os animais selvagens, que representam um grande e
importante reservatério de genes de resisténcia a antibidticos de importancia clinica.
Concentrados neste facto, varios grupos de investigacdo, incluindo aqueles nos quais esta tese
foi desenvolvida, investigam a existéncia e prevaléncia de bactérias multirresistentes em
animais selvagens, caracterizando-as geneticamente e analisando 0s seus mecanismos de
transferéncia genética (Costa et al. 2008; Poeta et al. 2009; Radhouani et al. 2013a). Varios
estudos foram também desenvolvidos sobre a responsabilidade humana no aparecimento de
genes multirresistentes em populacbes isoladas. Consensualmente, concluiu-se que a
probabilidade de encontrar niveis de resisténcia maiores em animais selvagens é proporcional
a proximidade das populacées humanas (Osterblad et al. 2001), mostrando que até nestes
ecossistemas, de certa maneira “virgens”, o uso intensivo de antidticos pelo Homem se fez

sentir.

A contaminacdo de varios ecossistemas com elementos genéticos de resisténcia,
através de um wuso excessivo de antibidticos, provocou pressbes selectivas que
inequivocamente contribuiram para a réapida evolucdo dos genes de resisténcia e 0
desenvolvimento de reservatorios ambientais de resisténcia aos antibioticos (Allen et al.
2010). Desde 1940, o uso de antibioticos de maneira abusiva e muitas vezes sem critério por
parte do ser humano, tem contaminado irreversivelmente varios ecossistemas. Nas areas da
medicina humana e veterindria, na agricultura, na industria alimentar, na pecuaria e na
aquacultura, os antibiéticos foram utilizados com diferentes objectivos, desde a terapedtica e
profilaxia, passando pelos pesticidas na agricultura e pelos produtos de esterilizacdo na
industria e na investigacdo, até aos produtos de limpeza que sdo utilizados no quotidiano
(Allen et al. 2010). Nos animais, 0s antibidticos foram administrados ndo s6 como terapicos,
mas também, em doses subterapedticas, como promotores de crescimento, que preveniam o
apareciemento de infeccGes e promoviam o aumento de peso (Torres e Zarazaga 2002),

pratica esta que entretanto foi proibida na Unido Europeia no ano de 2006, como ja referido.

O que podemos concluir é que a evolucdo da resisténcia aos antibidticos e o estudo
desta problematica é altamente complexo, transversal a varias areas e varios ecossistemas, e

dependente de multiplos factores. Transversal a varias reas, pois requer esfor¢os concertados

11



Introdugdo | Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL

de profissionais de diferentes sectores, ndo s6 de médicos e profissionais da salude, mas
também de legisladores, governantes, investigadores, profissionais da &rea farmace(tica,
como é 6bvio, de todos n6s consumidores de antibidticos, e até de economistas e profissionais
da area das financas, visto que os custos econémicos derivados de infeccBGes através de
bactérias multirresistentes sdo muito elevados, rondando 1.5 biliées de euros todos os anos na
Unido Europeia. Transversal a varios ecossistemas, porque, como ja podemos constatar, 0s
genes de resisténcia podem ser observados nos mais variados ambientes: hospitalar e clinico;
em animais selvagens, de companhia e de producdo alimentar; na agricultura, nos solos, na
agua e nos quimicos utilizados; e até, surpreendentemente, nas populacées mais remotas, sem
qualquer contacto com antibiéticos ou com civilizacbes modernas (Bartoloni et al. 2009;
Pallecchi et al. 2007). E por fim, complexo e dependente de varios factores como (Torres
2012):

a) a pressao selectiva criada pelos antibioticos (ndo so utilizados pelo ser humano mas
também sintetizados por alguns microorganismos) sobre as bactérias dos diferentes
ecossistemas, bem como a influéncia selectiva de alguns compostos como metais pesados,

detergentes e biocidas presentes no ambiente;

b) a existéncia do resistoma antibiético que contem todos os genes que influenciam,

directa ou indirectamente, a resisténcia aos antibioticos, e que estd em constante evolucéo;

c) a capacidade genética das bactérias em captar e transferir genes de resisténcia

através de elementos mdveis como os plasmideos;

d) a facil incorporacdo dos genes de resisténcia em bactérias epidémicas que

rapidamente se propagam em ecossistemas especificos, como hospitais e exploracdes animais;

e) a existéncia de comunidades bacterianas onde a transferéncia de genes de

resisténcia ocorre activamente.

Por todos estes factos, a resisténcia aos antibidticos e o seu estudo séo de elevado
interesse, ndo s6 da comunidade cientifica, mas da sociedade em geral. De forma a perceber o
impacto do uso de antibioticos, a disseminacao de genes de resisténcia e 0s seus mecanismos
genéticos e prever a sua evolucdo, estudos como o desta dissertacdo sdo realizados em
diversos ecossistemas, neste caso em animais selvagens. Tudo isto com um objectivo central,

bem definido, de desenvolver estratégias de controlo e programas de vigilancia a resisténcia
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aos antibioticos em bactérias patogénicas e comensais. Apesar de todos os esforcos e
investigagdes, os estudos sobre a resisténcia aos antibidticos ainda estdo numa fase inicial e é
importante sublinhar que o0s genes de resisténcia levam milhGes de anos de avango
relativamente aos nossos conhecimentos, visto que a resisténcia aos antibioticos € um

fendmeno natural que ja ocorre ha milénios.

Assim sendo, e tentando responder a questdo inicialmente proposta, 0 que parece ter
surgido primeiro terdo sido os genes de resisténcia, como resposta genética a presenca de
compostos toxicos semelhantes aos antibioticos, muitos deles sintetizados pelas proprias
bactérias. E desde a existéncia de bactérias, hd milhdes de anos, que os genes de resisténcia
tém evoluido, sendo prova disso as descobertas de genes de resisténcia em amostras de
pergelissolo do Estreito de Bering com 30,000 anos e em amostras recolhidas na Gruta de
Lechuguilla no Novo México, que esteve isolada durante quatro milhdes de anos (Bhullar et
al. 2012; D'Costa et al. 2011). Resumindo, os estudos nesta area sdo extremamente
importantes e necessarios para aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos de

transferéncia, manutencgéo e evolugdo da resisténcia aos antibioticos (Martinez 2012).

1.3 Resistoma Antibidtico

O aparecimento e a origem dos genes de resisténcia, previamente abordado, €, como
foi possivel verificar, um tema bastante complexo que requer uma abordagem cientifica
apurada. A observacdo de genes de resisténcia em estirpes bacterianas do solo, com reduzido
ou nulo contacto com antibioticos capazes de provocar alguma espécie de pressao selectiva,
despertou o interesse da comunidade cientifica e deu 0 mote para o desenvolvimento de novas

teorias e novos conceitos, como o resistoma (Canton 2009).

O conceito de resistoma antibidtico surgiu em 2006 com o objectivo principal de
compreender a origem, a evolucdo e a dispersdao dos genes de resisténcia (D'Costa et al.
2006). A versdo original de resistoma consistia na totalidade dos genes de resisténcia que
directa ou indirectamente contribuiam para a resisténcia aos antibioticos: o0s genes de
resisténcia aos antibidticos presentes em estirpes patogénicas, denominado de resistoma
clinico; os genes de resisténcia presentes em estirpes nao patogénicas identificadas no

ambiente, chamado de resistoma ambiental; 0s genes intrinsecos presentes nos cromossomas
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bacterianos, identificado como resistoma intrinseco; e 0s percursores de genes de resisténcia,
genes que codificam proteinas metabdlicas que através de processos evolutivos poderiam
tornar-se genes de resisténcia, e estes foram denominados de genes de protorresisténcia
(Wright 2010a). O interessante é que estes pequenos resistomas estdo todos interligados,
através de transferéncia horizontal entre bactérias e a troca de genes de resisténcia e 0s
mecanismos de tranferéncia de genes desenvolvidos pelas bactérias é o que formam o
resistoma bacteriano como um todo. Esta visdo inicial do resistoma antibiético é representada
na Figura 1, que realca, ndo a trajectoria e a direccdo da transferéncia dos genes de resisténcia,
mas sim a quantidade de genes em cada resistoma (Wright 2010a).

Protorresisténcia

Intrinseco

Ambiental

Figura 1 Representacdo do resistoma antibidtico e dos seus constituintes (Adaptado de Wright, 2010a)

Esta representacdo do resistoma apresentada por Gerard Wright em 2010, destaca a
reduzida quantidade de genes de resisténcia detectados em bactéria patogénicas, contudo,
estas espécies sdo as mais abordadas em estudos cientificos. O panorama actual requer uma
perpectiva mais global e exige uma mudanca de foco para o resistoma ambiental, pois foi ai
gue surgiram os primeiros genes de resisténcia (D'Costa et al. 2011). Esta mudanca de foco
permitira obter uma maior compreensao das bases moleculares da resisténcia e possibilitara

identificar como evoluem e dispersam rapidamente os genes de resisténcia (Torres 2012).

Com esta ideia em mente, em 2013 foi criada uma plataforma bioinformatica,
denominada de “Comprehensive Antibiotic Resistance Database” (CARD), que permite

pesquisar, relacionar e comparar dados moleculares e sequéncias genéticas de genes de
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resisténcia, permitindo facilmente identificar estes genes, fazer associacdes a diferentes
resistomas e prever fendtipos de resisténcia a partir de determinado gendtipo (McArthur e
Wright 2015).

Tal como a natureza € dindmica e estd em constante mudanca e evolu¢do, também o
resistoma antibidtico acompanha esta evolucdo e este dinamismo. Assim sendo, em 2014 foi
sugerida uma visao, nao diferente, mas sim complementar, do resistoma antibiético. Esta nova
visdo incluiu aos conjunto de genes previamente referidos, os chamados genes ‘silenciosos’
de resisténcia, que tal como 0s genes de protorresisténcia, ndo tém um efeito directo no
fendtipo de resisténcia até a sua expressdo ser alterada através de mutacbes (Perry et al.
2014). Tal como no conceito anterior de resistoma, também o novo é ilustrado de uma

maneira clara e compreensivel na Figura 2.

Resisténcia Fenotipica

Adquirida

Mutagdes

Mobilizacdo

Protorresisténcia

Sensibilidade Fenotipica

Figura 2 Nova visdo do resistoma antibiético (Adaptado de Perry et al., 2014)

Esta nova visdo do resistoma antibiotico admite que o ser humano e a pressdo selectiva
provocada, desempenham um papel fundamental na mobilizacdo dos genes de resistécnia, na
frequéncia alélica e na moldagem das novas estirpes bacterianas. Como € visivel na Figura 2,

existem dois tipos principais de genes de resisténcia:
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1. Os genes que transmitem o fenotipo de resisténcia, nos quais se incluem os genes
adquiridos através de mutacGes desenvolvidas pelos farmacos utilizados ou através de
transferéncia horizontal de outros microorganismos resistentes (estes genes podem estar
presentes tanto em plasmideos como em cromossomas); e a resisténcia intrinseca que consiste
nas capacidades naturais das estirpes bacterianas para combater os antibioticos, como por
exemplo a membrana celular das estirpes Gram-negativas (estes genes apenas estdo presentes

nOS cromossomas);

2. Os genes que transmitem sensibilidade fenotipica, nos quais estdo incluidos, os
chamados genes ‘silenciosos’, que S&0 genes que apenas S&0 expressos na ocorréncia de uma
mutacdo ou através de transferéncia para uma espécie ou ambiente distinto; e 0s genes de
protorresisténcia, que possuem o potencial para se tornarem genes de resisténcia no caso de
ocorrer uma mutacao ou se forem mobilizados para outra espécie ou ambiente. Esta categoria

de genes ndo se expressa na presenca de antibioticos e a sua dispersao € ainda desconhecida.

Dentro destas dois tipos de genes de resisténcia, o resistoma ambiental é considerado
aquele que engloba todos os genes presentes em estirpes bacterianas ndo patogénicas e 0
resistoma clinico engloba todos os genes capazes de conferir um fenétipo patogénico as
bactérias (Perry et al. 2014). Como € perceptivel pela descricdo feita desta nova visdao do
resistoma, a transferéncia horizontal de genes de resisténcia desempenha um papel muito
importante na evolucdo e dispersdo da resisténcia aos antibidticos. Numa referéncia a este
facto, Perry e colaboradores fazem uma comparagao interessante e curiosa: “se as mutagoes
sdo o cavalo de corrida da evolucdo, entdo a transferéncia horizontal de genes é uma varinha

magica, capaz de instantaneamente converter genes de protorresisténcia e genes silenciosos”

(Perry et al. 2014).

A importéncia e a ideologia por tras do conceito de resistoma é semelhante, tanto na
versdo antiga como na visdo mais actual. A ideia de que se deve ver o resistoma como um
todo é partilhada por ambas as visdes, sendo assim é importante estudar o papel dos
antibioticos fora dos ambientes clinicos, € importante investigar o resistoma ambiental e
inquirir e compreender os mecanismos de transferéncia genética entre o resistoma ambiental e
clinico (Forsberg et al. 2012; Perry et al. 2014; Wright 2010a).
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1.4 Bactérias Indicadoras da Resisténcia aos Antibidticos

O numero de bactérias que apresentam multirresisténcia a agentes antibacterianos tem
vindo a aumentar exponencialmente nas Ultimas décadas. Para isto, 0 uso excessivo de
antibidticos por parte do Homem néo deve ser menosprezado, pois provocou a contaminagéo
e a acumulacdo destes compostos em diversos ecossistemas e acelerou todo o processo
evolutivo (Wellington et al. 2013). A emergéncia da resisténcia aos antibioticos levou varias
organizacOes ligadas a saude, como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Centro
Europeu para o Controlo e Prevencdo de Doencas (ECDC) e o Centro Americano para o
Controlo e Prevencdo de Doencas (CDC), a declararem o estado de emergéncia e definindo-o
como um dos maiores problemas de salde publica (Roca et al. 2015). Atendendo a
necessidade de combater o aumento da resisténcia antimicrobiana, estas organizacGes criaram
programas de vigilancia e de monitorizagdo da evolucdo da susceptibilidade aos antibioticos

em bactérias de diferentes origens.

No desenvolvimento destes programas de vigilancia, foi essencial definir estirpes
indicadoras de resisténcia, ou seja, bactérias altamente presentes numa grande diversidade de
ecossistemas e que sejam tanto patogénicas como comensais, de forma a comparar a
resisténcia entre os varios nichos ecoldgicos e analisar a pressdo selectiva exercida pelos
antibioticos nos diversos ambientes (Torres 2012). Utilizadas durante decadas e foco de
varios estudos, as bactérias Escherichia coli e Enterococcus spp. sdo duas bactérias
indicadoras classicas, consideradas microorganismos de exceléncia para os estudos de
evolucao e controlo da resisténcia aos antibiéticos (Brooks e Field 2016; van den Bogaard e
Stobberingh 2000). A capacidade extraordinaria de estas bactérias em adquirir e transferir
genes de resisténcia a outras bactérias, o facto de representarem tanto as bactérias Gram-
negativas como Gram-positivas e a possivel funcionalidade como reservatérios de genes de
resisténcia, torna estas bactérias indicadores de elevado interesse (Allen et al. 2013; Costa et
al. 2006).

Uma das mais importantes estirpes bacterianas relacionadas com a resisténcia aos
antibioticos e com infeccBes bacterianas em medicina humana e veterinaria é Escherichia coli
produtora de beta-lactamases de espectro largo (ESBL), muito utilizada em estudos de
evolucdo da resisténcia no meio ambiente e especificamente entre animais selvagens (Ben
Sallem et al. 2014; Costa et al. 2008; Costa et al. 2006; Pinto et al. 2010; Poeta et al. 2009;
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Radhouani et al. 2013a; Saenz et al. 2004; Szmolka e Nagy 2013). Sendo este o principal
tema de foco desta tese, é relevante abordar com algum pormenor 0os mecanismos de accéo

desta estirpe bacteriana, e fazer uma descricdo detalhada das suas caracteristicas fisioldgicas.

1.4.1 Escherichia coli como bactéria indicadora da resisténcia aos antibioticos

Identificada e descrita pela primeira vez em 1885, pelo pediatra alemdo Theodor
Escherich, Escherichia coli € uma enterobactéria presente na flora intestinal, quer de humanos
quer de animais saudaveis. Inicialmente, esta bactéria foi denominada de Bacterium coli
commune (bacilo comum do célon) por este pediatra, que descobriu que este microorganismo
estava presente na microflora intestinal de individuos saudaveis (Shulman et al. 2007). Este
facto foi revolucionério para a época, contudo, actualmente € do conhecimento geral que tanto
E coli, como outras bactérias comensais vivem em simbiose no tracto intestinal de seres
humanos e animais. Desde a sua descoberta, Escherichia coli tornou-se rapidamente um
organismo modelo para varios estudos bioquimicos. O seu crescimento rapido, a sua
prevaléncia, a facilidade de cultivo e o facto de manifestar uma extensa variedade de estirpes

levou Escherich e muitos investigadores contemporaneos a utilizarem este microorganismo.

Em 1906, através de Rudolf Massini, a area da genética bacteriana foi iniciada,
precisamente, com a aplicacdo de teorias genéticas a estirpes bacterianas de Escherichia coli
(Friedmann 2014). Desde entdo, estudos com esta bactéria conduziram a grandes descobertas
na area enzimatica, como a inibicdo competitiva, na area do metabolismo dos aminoacidos e
na area da genética e dos mecanismos de recombinacao, replicacdo de ADN e sintese protéica
(Friedmann 2014; Gutiérrez-Rios et al. 2003). Numa referéncia prévia a um processo que ird
ser abordado com mais pormenor no seguimento deste estudo, foi também em Escherichia
coli que se identificou, pela primeira vez, o processo de conjugacdo bacteriana (Tatum e
Lederberg 1947).

Relativamente as caracteristicas filogenéticas, esta espécie bacteriana apresenta-se
como uma enterobactéria, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Escherichia coli é uma
bactéria Gram-negativa, em forma de bacilo, ndo esporulado e com flagelos peritricos (Poeta
et al. 2008). Em termos bioquimicos, caracteriza-se por ser anaerdbia facultativa, produtora

de catalase e citocromo-oxidase negativa e fermentadora da glucose e lactose (Rodriguez-
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Angeles 2002). Geneticamente, 0 genoma desta bactéria foi dos primeiros a ser totalmente
sequenciado em 1997, possui um nucledide superenrolado, com um cromossoma circular com
cerca de 4700 genes, muitos deles com funcgdes desconhecidas (Bennett 2008; Blattner et al.
1997).

Apesar da maioria das estirpes de E. coli apresentar um fendtipo comensal presente no
tracto intestinal de muitos animais, existem no entanto algumas estirpes que transportam
diversas resisténcias a factores ambientais, resisténcias a antibiéticos e factores de viruléncia
que as definem como estirpes patogénicas. Estas estirpes com potencial patogénico sdo
frequentemente responsaveis por varias doencas, como processos diarreicos, infeccGes do
tracto urinario, septicemias ou meningite neonatal (Orskov e Orskov 1992). Entre os perfis
fenotipicos das estirpes de Escherichia coli comensais e patogénicas existem diferencas
genotipicas, que podem diferir até 20%, e que, consequentemente, resultam em diferentes

padrdes de expressdo genica (van Elsas et al. 2011).

Actualmente, s@o inimeros os estudos que relatam estirpes de Escherichia coli
patogénicas presentes em distintos ambientes e diversas espécies de animais, incluindo o ser
humano. A capacidade invulgar desta espécie bacteriana em adquirir e transferir genes entre
bactérias através da conjugacdo, auxiliou drasticamente a dispersdo e a disseminacdo das
estirpes patogeénicas. Devido a conjugacdo, é possivel a transferéncia de genes de resisténcia a
antibioticos entre seres humanos, animais e meio ambiente. Esta caracteristica excepcional de
Escherichia coli conduziu a comunidade cientifica a um estudo mais aprofundado desta
bactéria, o que levou a descoberta de inumeras estirpes de multirresistentes nos mais variados
contornos ambientais, desde seres humanos, animais selvagens e até em amostras de agua e

alimentos vegetais (Costa et al. 2008; Saenz et al. 2004; van Elsas et al. 2011).

1.4.1.1 Identificacao e classificacéo filogenética das estirpes de Escherichia coli

Para realizar a identificacdo precisa das estirpes de Escherichia coli é necessario
realizar uma bateria extensa de testes e provas bioldgicas e bioquimicas. Em primeiro lugar, é
realizada a cultura das amostras em diferentes meios selectivos, por exemplo, a sementeira de
E. coli em agar MacConkey permite identificar colonias de cor rosa, o que significa que esta

bactéria fermenta a lactose. De seguida, é realizada a coloracdo atraves da técnica de Gram,
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para identificar as bactérias Gram-negativas. Apos este teste € feita a prova da oxidase para
verificar que o isolado é oxidase negativa, tal como as estirpes de Escherichia coli. Por fim
procede-se a bateria de provas para identificacdo bioquimica: galeria API 20 E utilizada para
a identificacdo de bactérias da familia Enterobactericeae; TSI (teste do tripo agucar-ferro) em
que E. coli fermenta os trés agUcares utilizados e ocorre acidificacdo e producdo de gas; e
IMViC (indol, vermelho de metilo, “Vogues-Proskauer” e citrato), que consiste em quatro
provas distintas, sendo as estirpes identificadas como E. coli, positivas para duas delas (a
prova do indol e a prova do vermelho de metilo) e negativas para as outras duas (a prova de
“Vogues-Proskauer” ¢ a prova de citrato). No caso de estirpes de Escherichia coli altamente
virulentas e contaminates, deve-se proceder a realizacdo das provas de MacKenzie e de
Eijkman (Poeta et al. 2008).

Relativamente a classificacdo filogenética das estirpes, ao longo do tempo, com a
evolucdo da ciéncia, com a descoberta de novos dados sobre 0 genoma bacteriano e com o
estudo das sequéncias multilocus, o numero de grupos filogenéticos foi progredindo e
aumentando, acompanhando o0s desenvolvimentos cientificos. Assim sendo, segundo
Clermont e colaboradores, em 2000, os isolados de Escherichia coli podiam ser classificados
em quatro grupos filogenéticos distintos de acordo com a sua viruléncia: A, B1, B2 e D
(Clermont et al. 2000). Passados nove anos, em 2009, Touchon e colaboradores, baseando-se
em informacdo genomica, dividiram as estipes de E. coli em seis grupos filogenéticos
distintos: A, B1, B2, C, D e E (Touchon et al. 2009). Em 2013, com a recolha de dados
gendmicos e dados de sequéncia multilocus de Escherichia coli, Clermont e colaboradores,
adicionaram dois grupos filogenéticos a classificacdo prévia, formando um total de oito
grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, F e | (Clermont et al. 2013).

Apesar da existéncia de um vasto numero de grupos filogenéticos, todos os estudos
defendem que os isolados de Escherichia coli podem ser classificados em quatro grupos
filogenéticos principais: A e B1, grupos irmdos, geralmente comensais; B2, grupo que
acumula factores de viruléncia extraintestinais; e D, no qual se incluem os serotipos
enteropatogénicos (Clermont et al. 2000; van Elsas et al. 2011). Esta classificacdo permite
avaliar o grau de patogenicidade dos isolados em estudo e tem um papel essencial na
percepcdo da evolucdo e disseminacdo das resisténcias aos antibidticos (Clermont et al.
2000). Resumindo, as estirpes atribuidas aos grupos A e B1 sdo geralmente comensais e ndo

provocam infecgdes extraintestinais, enquanto as estirpes atribuidas aos grupos filogenéticos
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B2 e D tém uma maior probabilidade de provocarem infeccGes extraintestinais e de ocorrerem

em casos clinicos.

Através de uma reaccdo de PCR, simples e rapida, é possivel determinar o grupo
filogenético dos isolados de Escherichia coli. Esta técnica, desenvolvida por Clermont e
colaboradores, baseia-se na detecgdo de dois genes (chuA e yjaA) e um fragmento de ADN
(tspE4.C2) (Clermont et al. 2000). Inicialmente é testada a presenca ou auséncia do gene
chuA. Apos analise, nos isolados que possuirem este gene, é testada a presenca/auséncia do
gene yjaA. Os isolados que possuirem também o gene yjaA, sdo atribuidos ao grupo
filogenético B2 e os isolados negativos para a presenca deste gene sdo atribuidos ao grupo D.
No caso dos isolados negativos para o gene chuA, posteriormente, € analisada a presenca ou
auséncia do fragmento de ADN tspE4.C2. Os isolados positivos para a presenca deste
fragmento sdo atribuidos ao grupo filogenético B1 e os isolados negativos séo atribuidos ao
grupo A (Clermont et al. 2000). Esta analise torna-se mais clara, acessivel e facil de

compreender, através da chave dicotomica observavel na Figura 3.
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Figura 3 Chave dicotomica para a classificacdo dos grupos filogenéticos em Escherichia coli, através da reaccéo
de PCR (Adaptado de Clermont et al., 2000)
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Apesar de existirem técnicas distintas as quais & possivel recorrer, esta técnica
desenvolvida por Clermont e colaboradores € mais simples e répida, podendo ser realizada
uma PCR-triplex ou trés reacc@es distintas de PCR. Para analisar os grupos filogenéticos das
estirpes de Escherichia coli é possivel recorrer a técnicas mais complexas e morosas como a
electroforese enziméatica multilocus ou a detec¢do de polimorfismos no comprimento dos

fragmentos de restricdo (Bingen et al. 1998; Herzer et al. 1990).

1.4.1.2 Resisténcia aos antibioticos em Escherichia coli produtora de B-lactamases de

largo espectro

As B-lactamases de largo espectro (ESBL) sdo enzimas que Se caracterizam por
utilizarem a serina presente no seu centro activo para romper o anel B-lactamico presente nos
antibioticos deste tipo, inactivando desta forma o farmaco. Estas enzimas possuem a
capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de largo espectro de primeira, segunda,
terceira e quarta gracdes e o aztreonam, que sdo antibidticos importantes na area clinica,
contudo ndo conferem resisténcia a cefamicinas e carbapenemases (Livermore 1995; Paterson
e Bonomo 2005). Contudo, actualmente ja sdo detectaveis estirpes bacterianas resistentes

tanto a antibidticos beta-lactamicos como carbapenemases (Johnson et al. 2017).

A producdo de B-lactamases é um dos mecanismos de resisténcia mais antigos e mais
comuns em bactérias Gram-negativas, como as enterobactérias da espécie Escherichia coli.
Este fendmeno natural foi observado em estirpes de E. coli antes da introducdo do primeiro
antibiotico beta-lactamico, a penicilina, na préatica clinica (Abraham e Chain 1988). A
introducdo das cefalosporinas de terceira geracao na pratica clinica na década de 1980, apesar
de ter sido considerado um avango importante nessa época, Visto que comegavam a emergir
varias espeécies bacterianas como Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae produtoras de -
lactamases, provocou a evolucdo e diversificacdo exponencial destas enzimas e ampliou
massivamente 0 seu espectro de actividade (Paterson e Bonomo 2005). ApGs este primeiro
contacto com antibidticos beta-lactdmicos, seguiu-se o desenvolvimento de variados
antibioticos resistentes a hidrélise por parte das B-lactamases e a resposta bacteriana foi
sempre semelhante, surgindo sempre novas enzimas promotoras de resisténcia a estes

farmacos (Bradford e Dean 2008). Facto que sugere que 0 aparecimento de novas variantes de
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B-lactamases, ocorreu devido a pressdo selectiva provocada pelo uso abusivo de novos
antibidticos na préctica clinica (Bradford 2001).

Outra propriedade extremamente importante destas enzimas, e repetidamente
observada e aplicada neste estudo, é que as B-lactamases sdo frequentemente codificadas por
plasmideos (Carattoli 2009). Essas moléculas méveis de ADN transportam geralmente genes
que codificam resisténcias a outros antibidticos juntamente com 0s genes responsaveis pela
producdo de B-lactamases. Desta forma, para além de se disseminarem facilmente e de
formarem bactérias multirresistentes, reduzem drasticamente as opcdes de tratamento de

estirpes bacterianas produtoras de ESBL (Paterson e Bonomo 2005).

A primeira B-lactamase a ser observada em espécies bacterianas Gram-negativas foi
do tipo TEM-1 (juntamente com TEM-2 e SHV-1), em 1960, na Grécia, e foi isolada de uma
estirpe de Escherichia coli de uma paciente chamada Temoniera, que consequentemente
baptizou a B-lactamase (Datta e Kontomichalou 1965; Medeiros 1984). A partir destas [-
lactamases classicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1) inicialmente descobertas e através da
acumulacdo de pequenas mutagdes aminoacidicas, surgiram as denominadas B-lactamases de
largo espectro ou ESBLs (Bush e Jacoby 2010). Nas ultimas décadas, assistiu-se a um
crescimento exponencial e preocupante das estirpes de Escherichia coli produtoras deste tipo
de enzimas de largo espectro, ao ponto de serem observaveis e isoladas tanto em ambientes

clinicos como em ambientes naturais (Canton et al. 2008; Costa et al. 2006).

Actualmente existem numerosos tipos de ESBL distintos, sendo as familias mais
comuns: TEM, SHV, CTX-M e OXA. Todas elas presentes em distintas espécies de
enterobactérias, como E. coli, K. pneumoniae, Proteus spp. e Providencia spp., sendo que
neste estudo em particular o foco esta nas estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL
(Bradford 2001).

Numa abordagem mais aprofundada de cada familia de ESBL, é possivel observar
algumas divergéncias e bastante diversidade, nas espécies em que estdo presentes, nos locais
mais comuns de observacdo e na sua viruléncia e capacidade de dispersdo. As B-lactamases
do tipo TEM, as primeiras a serem relatadas, contam actualmente com uma lista de mais de
uma centena de enzimas descritas com pequenas varia¢des aminoacidicas entre elas (ver lista
em www. lahey.org/studies/). A primeira ESBL do tipo TEM acredita-se ter sido detectada em

Inglaterra no ano de 1982, num isolado de Klebsiella oxytoca resistente a ceftazidima, e
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actualmente é denominada de TEM-12 (Du Bois et al. 1995).A segunda ESBL deste tipo foi
detectada em Franca em 1984 e foi inicialmente denominada de CTX-1 devido a sua
actividade contra a cefotaxima, contudo, mais tarde a sua denominagdo foi alterada para
TEM-3, visto diferir da enzima TEM-2 por apenas dois amino&cidos (Sirot et al. 1987;
Sougakoff et al. 1988). Entre as B-lactamases de largo espectro mais detectadas actualmente
estdo as seguintes: TEM-3, -10, -26, -52 e -116 (Livermore 2012). E de destacar que a
localizagdo dos genes codificadores de PB-lactamases em plasmideos permite que sejam
observadas estirpes de Escherichia coli, e de outras enterobactérias, produtoras desta enzima
nos mais variados ambientes (Ben Sallem et al. 2012; Rodrigues et al. 2013). No ambito deste
estudo ¢ ainda de sublinhar a observagdo frequente de 3-lactamases do tipo TEM-52 e do tipo
TEM-20 em animais selvagens, algo que pode ser conferido através da Figura 4 (Marinho et
al. 2016). Do ponto de vista clinico, em Portugal, as estirpes do tipo TEM-24 s&o
frequentemente observadas (Machado et al. 2007).

As ESBLs do tipo SHV, tal como as do tipo TEM, foram as primeiras a serem
descobertas. A primeira -lactamase de largo espectro do tipo SHV foi identificada em 1983,
na Alemanha, num isolado de Klebsiella ozaenae que era capaz de hidrolisar cefotaxima e
ceftazidima (Knothe et al. 1983). Esta enzima, denominada de SHV-2, diferia da primeira -
lactamase do tipo SHV em apenas um aminoacido (glicina por serina), e esta pequena
alteracdo era o que lhe permitia ser considerada uma ESBL (Paterson e Bonomo 2005). Tal
como as B-lactamases do tipo TEM, rapidamente esta enzima se dispersou pelo mundo e, em
aproximadamente 15 anos, ja tinha sido detectada em microorganismos em todos o0s
continentes (Paterson et al. 2003). Contudo, ao contrario das f-lactamases do tipo TEM, o
namero de enzimas distintas do tipo SHV é bastante mais reduzido. A maioria de ESBLs do
tipo SHV sdo isoladas em ambiente clinico e em Klebsiella pneumoniae, contudo, séo
também isoladas de estirpes de E. coli (Jacoby 1997). As variantes de B-lactamases do tipo
SHV mais comummente observadas sdo do tipo SHV-2, -5, -11 e -12 (Livermore 2012). Entre
estas B-lactamases do tipo SHV, e no enquadramento deste estudo, sdo de destacar a SHV-5 e
SHV-12, frequentemente observadas em animais de consumo e animais selvagens, como as
douradas e as aves de rapina (Figura 4) (Pinto et al. 2010; Sousa et al. 2011). Em Portugal a
B-lactamase do tipo SHV-12 foi ainda observada em amostras aquéticas associadas a outros

genes de resisténcia presentes em plasmideos (Alves et al. 2014).
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Figura 4 Numero de isolados de Escherichia coli produtores de ESBL divididos por gene codificador de B-lactamases,
num total de 403 isolados (Adaptado de Marinho et al., 2016)

Em relacédo as p-lactamases do tipo CTX-M, muitos estudos ja foram realizados sobre
este tipo de enzima. O nome deste tipo de B-lactamases deriva da sua potente capacidade de
hidrolisar cefotaxima. Tal como as ESBLs identificadas anteriormente, os genes codificadores
de pB-lactamases do tipo CTX-M sdo frequentemente transportados por plasmideos
multirresistentes (Carattoli 2009; Livermore et al. 2007). Este tipo de enzimas foi pela
primeira vez identificado no Japdo em 1986, em cdes de laboratorio usualmente administrados
com antibioticos beta-lactamicos, e foi observado através de um estudo de conjugacédo
(Matsumoto et al. 1988). Estudos demonstraram que os genes codificadores da -lactamase
CTX-M tiveram a sua origem em genes cromossomicos da bactéria do solo Kluvyera spp.
(Pitout 2010). Desde a sua descoberta, a dispersdo e prevaléncia deste tipo de B-lactamases
tem vindo a crescer exponencialmente, sendo actualmente o tipo de enzima mais observada e
ultrapassando sobremaneira as primeiras enzimas descobertas, TEM e SHV. Actualmente, as
estirpes de Escherichia coli produtoras de p-lactamases do tipo CTX-M sdo mais comuns em
infecgdes comunitarias, ao contrario das outras f-lactamases (TEM e SHV), mais presentes
em infec¢des nosocomiais (Pitout 2010). Contudo, as estirpes de E. coli produtoras de f-
lactamases CTX-M sdo frequentemente observadas em associacdo com genes de resisténcia a
outras classes de antibidticos como as fluoroquinolonas, com especial destaque para as
estipres produtoras de CTX-M-15 (Canton e Coque 2006). Juntamente com esta 3-lactamase
CTX-M-15, as mais frequentes sdo: CTX-M-1, -9, -14, -32. Em Portugal, como € visivel nas
Figura 4 e 5 destacam-se os tipos CTX-M-1 e -32, mais presentes em animais selvagens e
animais de producdo e consumo; CTX-M-9 e -14, observadas tanto em animais como em
seres humanos; e CTX-M-15, frequentemente observadas em isolados de humanos (Marinho

et al. 2016). Todos estes tipos de enzima estdo actualmente muito bem dispersos pelas
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bactérias produtoras de B-lactamases, por toda a Europa e pelo mundo. Todos os estudos
destacam o tipo CTX-M-15 pela sua dispersdo, sublinhada na Figura 5, pela sua associacéo
com outros genes beta-lactamicos (TEM-1 e OXA-1) e outros genes de resisténcia (Canton et
al. 2008; Pitout 2010).

Tipos de CTX-M I Endemicidade Relatérios esporadicos
femess | [emxma ] Y Mommmren -
'CTX’M“;‘31 15
e CTXM2,45
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CTX-M-3,15 |

[ CTX-M-3.15

CTX-M-1,3,15,33

i 3
[ CTX-M-914 |

| CTX-M-1,10,1532 |

| CTX-M-9, -14, 18, 19, 20, 21 |

Figura 5 Distribuigdo das B-lactamases de largo espectro do tipo CTX-M pela Europa (Adaptado de Canton et
al., 2008)

Por fim, relativamente as B-lactamases do tipo OXA, o seu nome deriva da capacidade
deste tipo de enzimas de hidrolisar a oxacilina. Foi originalmente detectada na Turquia e
numa estirpe de Pseudomonas aeruginosa, e é nesta espécie bacteriana que € encontrada mais
frequentemente, contudo, é muitas vezes observada também em estirpes de Escherichia coli
(Paterson e Bonomo 2005). As estirpes bacterianas produtoras de f-lactamases do tipo OXA
sdo geralmente resistentes a ampicilina e a oxacilina, como previamente referido, mas
apresentam uma taxa de inibi¢do baixa relativamente ao acido clavulanico (Jacoby 1997). Tal
como as PB-lactamases do tipo CTX-M, estas enzimas foram identificadas tardiamente, mas
tém vindo a ser observadas com maior regularidade, principalmente e curiosamente em
isolados bacterianos originarios da Franca e Turquia (Bradford 2001). Em Portugal, como é

visivel pela Figura 4, as B-lactamases do tipo OXA mais frequentes sdo: OXA-1, geralmente
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observada em isolados bacterianos de amostras de humanos e OXA-30, observada na sua
maioria em isolados de animais de companhia (Marinho et al. 2016).

Recentemente, numa lista das espécies bacterianas mais preocupantes e prioritarias
relativamente ao desenvolvimento de novos antibidticos, os membros da familia
Enterobactericeae produtores de ESBLs foram colocados em terceiro lugar, com um nivel de
prioridade critico (WHO 2017). Neste grupo estéo incluidas as estirpes bacterianas alvo desta
dissertacdo, as de Escherichia coli produtoras de ESBL. Este estudo é importante para
determinar o grau de patogenicidade, a sua evolucdo no tempo e nos diversos espacos
geograficos, avaliar a emergéncia das estirpes potencialmente patogénicas e determinar e
definir estratégias futuras. Como foi previamente exposto, algo preocupante nas estirpes de
Escherichia coli produtoras de [-lactamases de largo espectro € a sua capacidade de
transferirem ADN entre espécies bacterianas homoélogas. A presenca destes genes
codificadores destas enzimas em plasmideos, confere a esta espécie bacteriana uma elevada
capacidade de disseminagdo. Outro facto preocupante é que estes elementos moveis de ADN,
para além dos genes codificadores de P-lactamases, transportam também outros genes de
resisténcia bacteriana. Assim sendo, a conjugacdo bacteriana representa nesta espécie um
mecanismo extremamente importante (Shoemaker et al. 2001). Sendo assim, a flora intestinal,
tanto de humanos como de animais, constitui uma importante representacdo dos genes de
resisténcia existentes, e a prova disso € a identificagdo de inumeras estirpes bacterianas de
Escherichia coli produtoras de ESBL em humanos, animais e amostras ambientais e de
alimentos (Alonso et al. 2016b; Ben Sallem et al. 2012; Costa et al. 2006).

1.5 Genética Aplicada a Resisténcia aos Antibidticos

As bactérias sdo organismos unicelulares, geralmente com um genoma constituido
apenas por um cromossoma circular com varios milhGes de pares de base. O estudo do
genoma bacteriana através das técnicas mais recentes de sequenciacdo permitiu caracterizar 0s
genes associados a resisténcia a antibioticos, 0 que consequentemente permitiu compreender a
dispersdo de bactérias multirresistentes e auxiliou na descoberta da grande diversidade de
genes de resisténcia a antibidticos observados actualmente (Allen et al. 2010; Davison 1999).

Um interessante exemplo do estudo do genoma bacteriano é a andlise e comparacdo do
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genoma das estirpes de Escherichia coli e Salmonella enterica. Quando foram comparados os
dados moleculares de ambas as bactérias, foi sugerido que as linhagens filogenéticas de
ambas as espécies separaram-se hd cerca de 100 milhdes de anos, e que desde esse
acontecimento até actualmente, através de transferéncia horizontal, as duas espécies
evoluiram para sistemas genéticos novos e bastante distintos (Davison 1999). Suportando esta
teoria de que a transferéncia horizontal de genes tem um forte impacto nas espécies
bacterianas, estimou-se ainda que aproximadamente 18% do genoma de Escherichia coli
consiste em genes adquiridos que permitiram a esta espécie bacteriana explorar novos

ecossistemas (Lawrence e Ochman 1998).

A existéncia de genes de resisténcia especificos em elementos genéticos moveis
(plasmideos, transposdes e integrdes) permite que a resisténcia aos antibioticos se disperse
dentro da mesma ou distintas espécies (Bennett 2008; Carattoli 2001). Outro facto importante
para a dispersdo dos genes de resisténcia sdo 0s mecanismos de transferéncia de material
genético. Foram identificados trés mecanismos distintos de transferéncia de genes em
bactérias, denominados mecanismos de transferéncia horizontal: a conjugacdo, a
transformacéo e a transducdo. O estudo destes métodos de transferéncia de ADN promoveu a
compreensdo da genética bacteriana e permitiu o desenvolvimento da biotecnologia e da
engenharia genética (Davison 1999). Desta forma, devido ao papel importante da
transferéncia horizontal de genes na disseminacédo da resisténcia aos antibidticos, € importante

relatar, com alguma mindcia, os trés mecanismos existentes:

1. Conjugacdo: é o mecanismo mais frequente de transferéncia horizontal. Este
processo consiste na transferéncia directa de ADN de uma bactéria para outra. Durante o
mecanismo, 0s genes de resisténcia presentes em plasmideos ou transposdes conjugativos sao
transferidos de uma célula dadora para uma célula receptora através de contacto directo
(Davison 1999). Assim sendo, neste mecanismo € essencial que as bactérias entrem em
contacto uma com a outra para que se forme uma ponte citoplasmatica entre elas. Uma
consequéncia da conjugacao é a ocorréncia de crossing over entre as sequéncias homdlogas
no ADN transferido e o ADN da célula receptora (Pierce 2002). E ainda importante referir
que esta troca de material genético é unidireccional, ou seja, sé funciona da célula dadora para

a receptora. Este mecanismo é esquematicamente visivel na Figura 6.

2. Transformacdo: € um mecanismo que consiste na incorporacdo de ADN livre

presente no meio circundante numa bactéria. A captacdo dos genes de resisténcia por parte da
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celula receptora implica que exista ADN livre no meio, o que ocorre geralmente devido a lise
celular, como é observavel pelo esquema apresentado na Figura 6 (Davison 1999). Tal como
na conjugacdo, apos a transformacgdo ocorre recombinagdo entre os genes introduzidos e o

cromossoma bacteriano da célula receptora (Pierce 2002).

3. Transducdo: é um mecanismo que implica o transporte do ADN bacteriano de uma
célula para outra através de um virus bacteriano, denominado de fago ou bacteriéfago, como é
visivel na Figura 6 (Pierce 2002). Este processo é mais limitado e esta restringido a alguns

clones bacterianos (Davison 1999).

ADN captado por célula
receptora ndo resistente
|

Figura 6 Mecanismos de transferéncia horizontal de genes em bactérias (Adaptado de Schroeder et al., 2017)

No contexto deste estudo é necessario realcar um dos mecanismos, que é a
conjugacéo, processo mais frequentemente observado em estirpes bacterianas. E € importante
relacionar este mecanismo com a frequente e elevada taxa de transferéncia de genes de
resisténcia. Através de plasmideos R (resistentes), pequenas moléculas de ADN circular que
transportam genes de resisténcia, a dispersdo da resisténcia a Vvarios antibioticos em

simultaneo, pode ocorrer através de conjugacao. A identificagdo dos plasmideos R € algo que
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ja tem alguns anos e 0 seu processo evolutivo ainda possui mais anos, visto que se iniciou
com a utilizagdo expansiva dos antibioticos (Frost 1992; Pierce 2002). O termo ‘plasmideo’
foi sugerido por Joshua Lederberg em 1952, 0 mesmo cientista que descreveu, juntamente
com Edward Tatum, o processo de conjugacao bacteriana (Norman et al. 2009). Contudo, 0
estudo destas moléculas de ADN desenvolveu-se bastante ap6s a emergéncia repentina da
resisténcia aos antibioticos, prova disso é um estudo relativamente antigo que procurou
simular a transferéncia de plasmideos de resisténcia em microambientes naturais simulados
(Kruse e Sgrum 1994; Norman et al. 2009). Este estudo conseguiu demonstrar que a
conjugacdo pode ocorrer entre estirpes bacterianas de diferentes nichos ecolégicos (humano,
animal e ambiental). Desta forma, é importante destacar o papel importante da conjugacédo
bacteriana e dos plasmideos R na dispersdo dos genes de resisténcia. Contudo, existem mais
elementos moveis que permitem a transferéncia de material genético entre células bacterianas.

Na seccdo seguinte estes elementos mdveis sdo descritos com mais pormenor.

1.5.1 Elementos genéticos de aquisicdo e transferéncia de genes

Existem trés elementos moveis principais envolvidos na aquisicdo de genes, e estes
trés elementos podem ser divididos em dois grupos gerais distintos: elementos capazes de se
moverem entre células bacterianas, como os plasmideos R, previamente referidos, e o0s
transposbes de resisténcia conjugativos; e 0s elementos que apenas se movem entre
localizagBes genéticas distintas dentro da mesma célula bacteriana, como por exemplo os
integrdes e as cassetes de genes (Bennett 2008). Enquanto os elementos constituintes do
primeiro grupo implicam que ocorra replicacdo nas células transconjugantes ou
transformantes, os elementos do segundo grupo requerem recombinacdo e/ou replicacdo
(Bennett 2008).

De forma breve e resumida, os elementos moveis, como o0s plasmideos e transposoes,
sdo importantes distribuidores de genes de resisténcia entre géneros e espécies diferentes de
bactérias, sem qualquer tipo de distincdo relativamente as barreiras intergenéricas entre as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Arends et al. 2012; Trieu-Cuot et al. 1987).
Fernando de la Cruz chega até a afirmar, no seu estudo sobre a transferéncia horizontal de

genes, que esta distingdo ¢ “certamente um produto da imaginacdo humana que tem sido
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ignorada por microorganismos durante bilides de anos” (de la Cruz e Davies 2000).

Seguidamente, os trés elementos moveis principais sdo descritos com mais pormenor.

1.5.1.1 Plasmideos

Muito frequentemente, as bactérias, para além do seu cromossoma, possuem também
plasmideos. Estas moléculas de ADN circular de cadeia dupla sdo capazes de se autorreplicar
e contém entre 2/3 genes até cerca de 400 ou mais genes (Charlebois 1999).0s plasmideos
possuem genes que ndo Sdo essenciais para o crescimento celular, mas transportam genes
necessarios para que a célula sobreviva em condi¢bes ambientais particulares, como por

exemplo na presenca de um antibidtico ou de metais pesados toxicos (Bennett 2008).

A maioria dos plasmideos observados em estirpes bacterianas é transferivel atraves de
conjugacéo e, portanto, sdo denominados de plasmideos conjugativos. Existem, no entanto,
outros incapazes de se autotransferir e portanto sdo auxiliados por plasmideos conjugativos
existentes na mesma célula, sendo assim denominados de plasmideos ndo conjugativos
moveis (Bennett 2008). Estes elementos moveis transportam, no seu interior, genes de
resisténcia a antibioticos (Figura 7), genes de replicacdo, de metabolismos, de fertilidade e
uma origem de replicacdo (Pierce 2002). E possivel ainda dividir os plasmideos em pequenas
porcdes de ADN que se replicam e formam uma sequéncia semelhante, as quais chamamos

replicbes, que contém sempre uma origem de replicacdo (Kollek et al. 1978).

A classificacdo dos plasmideos é realizada segundo 0s seus grupos de
incompatibilidade (Inc), que definem a incapacidade de os plasmideos se propagarem com
estabilidade dentro da mesma linha celular (Novick 1987). Esta incompatibilidade varia com
os controlos de replicacdo, sendo os plasmideos com os mesmos controlos de replicacao,
incompativeis, e os plasmideos com um sistema de replicacdo distinto, compativeis
(Nordstrom 2006). Para realizar esta classificacdo, em 2005, Alessandra Carattoli e
colaboradores desenvolveram uma PCR baseada nestes grupos de incompatibilidade. Assim
sendo, para a caracterizacdo plasmidica foram desenvolvidos 18 pares de primers divididos
por cinco PCRs multiplex e trés PCRs simples: HI1, HI2, 11, X, L/M, N, FIA, FIB, W, Y, P,
FIC, A/C, T, FllIs, B/O, K e FrepB (Carattoli et al. 2005). Esta técnica, denominada de “PCR-

based replicon typing” (PBRT), ir4 ser abordada com mais pormenor ao longo deste estudo.
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Figura 7 Composig¢do do plasmideo pBR322, um dos primeiros a ser utilizado para realizar processos de
clonagem, que transporta genes para resisténcia a ampicilina (amp) e tetraciclina (tet). As setas nos genes
indicam o sentido de transcri¢do (Adaptado de Berg et al., 2002)

1.5.1.2 Transposdes e sequéncias de insercao

Os transposoes e as sequéncias de insercdo sdo fragmentos de ADN linear capazes de
translocar de um local para outro dentro da mesma molécula de ADN ou de uma molécula de
ADN para outra distinta, como por exemplo de um plasmideo para outro (Bennett 2008).
Possuem algumas caracteristicas distintas dos plasmideos, como o facto de ndo possuirem a
capacidade de autorreplicacdo, o facto de ndo necessitarem de uma sequéncia de ADN
homologa e o facto de produzirem deleccbes ou perda de bases aquando da sua translocacéo
(Bennett 2008).

As sequéncias de insercdo e os transposfes possuem uma diferenca muito importante,
que consiste no facto do segundo codificar e transportar um gene que altera o fenétipo da
célula, como por exemplo um gene de resisténcia aos antibioticos (Bennett 2008). As
sequéncias de insercdo possuem entre 700 e 1500 bp, ja os transposdes possuem entre 2 a 50
Kbp.

As sequéncias de insercdo (IS) sdo constituidas por un gene de transposase central
flanqueado por sequéncias nucleotidicas repetidas invertidas e por sequéncias de repetices
directas (Figura 8). A transposase, codificada pela sequéncia de ADN central, é uma enzima

responsavel pela transposicdo, que promove a transferéncia de genes de resisténcia aos
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antibidticos. Estes elementos mdveis podem ser utilizados para inactivar a expressdo de
alguns genes através da sua insercdo e interrupcdo das sequéncias codificantes (Bennett
2008).

Os transposdes sdo constituidos por uma regido central com dois genes no minimo (o
da transposase e um gene codificador de resisténcia a um antibidtico), flanqueados por
elementos de insergdo (Figura 8).

Sequéncia de Insercao (IS)

> il

Sequéncias repetidas flanqueadoras em ordem inversa

Transposao

N—t ——

IS IS

Sequéncias de insercao repetidas em ordem directa e inversa

Figura 8 Estruturas esquematizadas das sequéncias de inserc¢ao (IS) e dos transposdes

A emergéncia da disseminacao da resisténcia aos antibidticos em bactérias, chamou a
atencdo da comunidade cientifica para todos os mecanismos de transferéncia de genes e para
todos os elementos mdveis existentes. O estudo dos transposdes e das sequéncias de insercao
ndo foi excepcdo e nos Ultimos anos foi criada uma base de dados para sequéncias de insercéo
(Siguier et al. 2006). Nesta base de dados, cada sequéncia de inser¢cdo nova inserida é
associada a uma origem, a uma distribuicdo, uma bibliografia e no fim sdo agrupadas por
familias filogenéticas. O desenvolvimento e organizacdo deste tipo de base de dados
demonstram o interesse e a importancia do entendimento e compreensdo dos mecanismos de

disseminacdo da resisténcia aos antibidticos em bactérias.

Para demonstrar a importancia dos transposdes no contexto deste estudo, é relevante
referir que é frequente a observacdo de varios transposdes num mesmo plasmideo, podendo

assim ocorrer o transporte e a transferéncia de varios genes de resisténcia (Madigan et al.
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1997). Ainda relativamente ao estudo aqui desenvolvido, na Figura 9 é possivel observar um
transposdo complexo denominado Tn3, que é frequentemente encontrado em plasmideos em
estirpes de enterobactérias e que codifica a resisténcia a antibiéticos beta-lactamicos (Bennett
2008).

0 1 2 3 4 5
L I | | | d kb
39bp 38bp
IR IR
tnpA tnpR  bla
" P - P .o TEM-1_|

Figura 9 Diagrama do transposdo complexo resistente Tn3 que confere resisténcia a ampicilina e a outros
antibidticos beta-lactamicos. Contém o gene da transposase (tnpA), um gene codificante de uma recombinase
(tnpR) e um gene codificador da pB-lactamase do tipo TEM-1 (blagm.1). As setas representam a direccao da
transcricdo (Adaptado de Bennett, 2008)

Este transposdo ¢ um exemplo de transposicdo replicativa, uma das duas formas de
transposicdo, que permite que o0 transposdo permaneca no seu lugar de origem e a0 mesmo
tempo se incorpore noutro lugar receptor, 0 que aumenta imenso o numero de copias deste
transposdo no interior de uma determinada célula. A outra forma de transposicdo é a
conservativa, em que o transposdo sai de um determinado local do genoma e se incorpora

num novo local, deixando um vazio na localizacédo original (Bennett 2004).

1.5.1.3 Integroes e cassetes géenicas

Os integrdes bacterianos sdo considerados sistemas de captura de genes que utilizam
mecanismos de recombinacgdo para integrar e expressar genes de resisténcia aos antibioticos
(Bennett 2008). Estes elementos genéticos funcionam geralmente em conjunto: as cassetes de
genes transportam pequenas sequéncias de ADN de um integrdo para outro ou dentro do
mesmo integrdo de um local para outro. Os integrdes sdo constituidos por trés componentes
essenciais (Figura 10): o gene que codifica a enzima integrasse (intl), um local de

recombinacdo especifico (attl) e promotores de expressdo (P1, P2 Pin) (Carattoli 2001).
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Figura 10 Estrutura esquematizada de um integrao classe 1 e da aquisicdo de uma cassete génica. Local de
recombinacdo (attl1); Promotores do integrdo (P; e P,); Promotor do gene da integrasse (Pint); genes que
conferem resisténcia a desinfectantes e antibidticos (gacEA1 e sull) (Adaptado de Carattoli, 2001)

Na Figura 10 é possivel observar, de forma esquematizada, a captura de uma cassete
génica por parte de um integrdo. A enzima integrase reconhece a sequéncia de recombinacéo
especifica (attC) da cassete genica, e atraves do local de recombinacédo (attll) do integréo

receptor, permite a excisao e integracdo do gene de resisténcia da cassete génica.

De acordo com a sequéncia nucleotidica do gene intl foram definidas varias classes de
integrdes, contudo, s6 algumas dessas classes possuem cassetes genicas codificadores de
resisténcia aos antibioticos. As classes mais comuns em bactérias resistentes aos antibioticos
sdo as classes 1 e 2 (Carattoli 2001; Saenz et al. 2004).

Desta forma, os integr6es podem ser definidos como um dos principais meios de
transporte de genes de resisténcia. A sua capacidade de capturar genes, associada a sua
presenca noutros elementos mdveis, como os plasmideos, formam um conjunto perigoso de
caracteristicas. Actualmente existe uma grande variedade de genes de resisténcia associados a
cassetes génicas, tornando de elevada importancia o estudo destes elementos moveis na area

da resisténcia bacteriana (Carattoli 2001).
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Relativamente & producdo de antibidticos, a todos estes mecanismos de transferéncia
de genes e a todos os elementos moveis, Peter Bennett, no seu estudo focado em plasmideos,
faz uma comparagdo interessante: “¢ a diferenga entre um hacker e um computador a procura
de uma password; enquanto o primeiro se apoia na inteligéncia e discernimento, o segundo
utiliza a sua capacidade de realizar todas as combinagdes possiveis” (Bennett 2008). O que
significa que é uma ‘luta’ desigual entre 0 Homem e as bactérias, e 0 mais desconcertante é
que durante anos, com a utilizacdo abusiva dos antibidticos, 0 Homem esteve a auxiliar e a

promover o crescimento do ‘inimigo’.

1.6 Presente e Futuro da Resisténcia aos Antibidticos

Considerado pela Organizacdo Mundial de Saude um dos mais importantes problemas
de saude publica, a resisténcia aos antibioticos é hoje uma tematica que concentra a atencao
da comunidade cientifica (Roca et al. 2015). A répida dispersdo e adaptacdo a novos meios
das bactérias multirresistentes, levou ao aparecimento de estirpes patogénicas em meios
hospitalares, criando infeccbes nosocomiais frequentes, como o caso de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) ou as estirpes de Escherichia coli produtoras de B-
lactamases de largo espectro (ESBL) (Carballo et al. 2017; Correia et al. 2012).

Esta problematica levou a Organizacdo Mundial de Saude a lancar, no ano de 2017,
uma lista das bactérias patogénicas prioritarias relativamente a investigacdo, descoberta e
desenvolvimento de novos antibidticos (Tabela 2). Este documento realca ainda que as listas
prévias, desenvolvidas pelas empresas farmacéuticas, eram feitas de acordo com critérios
como a pressdo dos investidores, o tamanho do mercado de procura ou o potencial da
descoberta cientifica (WHO 2017). Esta lista foi dividida por graus de prioridade, com as trés
primeiras bactérias definidas com prioridade critica, as seis segundas com prioridade elevada
e as ultimas trés com prioridade média (Tabela 2), estando as estirpes bacterianas focadas
neste estudo, Escherichia coli produtoras de ESBL, englobadas no primeiro grupo de

prioridade critica (Enterobactericeae resistentes as cefalosporinas de 3?2 geracéo).
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Tabela 2 Lista de bactérias patogénicas prioritarias para a investigagao e desenvolvimento de novas bactérias
(Adaptado de WHO, 2017)

Ordem Bactérias
Acinetobacter baumannii, resistente as carbapenemases

Pseudomonas aeruginosa, resistente as carbapenemases

Enterobactericeae, resistente as carbapenemases e cefalosporinas de 3? geragéo

4. Enterococcus faecium, resistente a vancomicina

5. Staphylococcus aureus, resistente a meticilina e vancomicina

6. Helicobacter pylori, resistente a claritromicina

1. Campylobacter, resistente as fluoroquinolonas

8. Salmonella spp., resistente as fluoroguinolonas

9. Neisseria gonorrhoeae, resistente as cefalosporinas de 32 geragéo e fluoroquinolonas
10. Streptococcus pneumoniae, ndo susceptivel & penicilina

11. Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina

12. Shigella spp., resistente as fluoroquinolonas

Algo interessante, que este relatorio da OMS relata, é a falta de dados de vigilancia
relativamente aos animais e alimentos, exigindo portanto uma melhoria na coordenacao entre
os sistemas de vigilancia humano e animal, consequentemente, estudos como este podem

revelar-se importantes para monitorizar a dispersdo das bactérias resistentes aos antibidticos.

Actualmente, e na esperanca de travar o avango e a evolucao preocupante das bactérias
multirresistentes, a UE desenvolveu um plano estratégico de accdo para reduzir a
disseminacdo destes microorganismos. As implicacfes econdmicas, sociais e politicas desta
problematica exigem a tomada de medidas globais, coordenadas e multidisciplinares em trés
areas distintas, humana, veterinaria e mista (ECDC 2009; Roca et al. 2015). Assim sendo, a

nivel hospitalar sdo sugeridas as seguintes medidas:

=

Implementacdo de programas de vigilancia e de medidas de controlo de infec¢oes;

N

Deteccdo e triagem de todos os pacientes, universalmente, quanto a bactérias
multirresistentes;

3. Avaliacdo da duracdo dos tratamentos feitos com antibidticos;

4. Desenvolvimento de tecnologias de diagnostico, rapidas e de baixo custo;

5. Desenvolvimento de novos farmacos;
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Reforco dos regulamentos hospitalares a nivel nacional e internacional.

A nivel das comunidades e da industria sdo feitas as seguintes sugestdes:

S e o

Programas educativos para os utilizadores de antibioticos;
Avaliacdo ao consumo de antibioticos;

Avaliacéo da prevaléncia de estirpes bacterianas multirresistentes;
Actualizacdo das directrizes para a prescri¢do de antibioticos;
Vigilancia activa, melhoramento do saneamento;

Reforco dos regulamentos industriais a nivel nacional e internacional.

A nivel alimentar, nas fontes de agua e alimentos, as seguintes directrizes sdo apontadas:

Avaliacdo das concentracdes de antibioticos no saneamento e nas estacOes de
tratamento de aguas residuais;

Melhoraria do saneamento dos sistemas industriais de producéo alimentar;
Descontaminacédo das aguas residuais dos hospitais;

Reforco dos regulamentos alimentares e de descargas de poluentes a nivel nacional e

internacional.

A nivel da agricultura e producdo animal sdo feitas as seguintes sugestoes:

Eliminacdo/regulamentacdo da utilizacdo dos antibidticos como promotores de
crescimento a nivel internacional;

Melhoraria das medidas de biosseguranca nas exploracdes animais;

Refor¢o dos sistemas de vigilancia conjuntos Homem/animal;

Reforco dos regulamentos a nivel nacional e internacional.

Com o desenvolvimento do plano de estratégico e de accdo por parte da UE, cada

estado membro criou um plano adaptado as necessidades do seu pais, contudo estes planos

estdo focados nos hospitais e nas infecgdes nosocomiais (Tacconelli et al. 2014). Em Espanha

foi criado o denominado “Proyecto Resistencia Zero”, com o objectivo de reduzir a taxa de

pacientes ingressados nas urgéncias com bactérias multirresistentes de origem nosocomial.

Para tal foi desenvolvido um protocolo rigoroso para ser implementado em todas as unidades

de saude do pais, do qual constavam uma interessante lista de 10 recomendac¢des/normas que

foram chamadas de “El Decalogo” (Figura 11).
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| . Indentificar un Médico Intensivista
como responsable del Control de
Antimicrobianos.

Il. Administrar Antibioterapia Empirica
activa frente a bacterias
multiresistentes (BMR) SOLO en
Infecciones acompanadas de Sepsis
Grave / Shock Séptico y alto riesgo de
BMR, de acuerdo con la
epidemiologia local.

lll. Identificar un Enfermerg como
responsable del Proyecto Rz.

IV. Buscar de forma activa la
presencia de BMR en los pacientes
ingresados en UCl al ingreso y, al
menos, una vez a la semana durante
toda su estancia.

V. Al ingreso de un paciente en la UCI,
cumplimentar el “Listado de
Verificacion de Riesgo” para

identificar posibles portadores de
BMR. Si es positiva, iniciar
Precauciones de Contacto y realizar
Cultivos de Vigilancia.

(R 5 P
esistencia

Zero

STOP
BMR

“El Decalogo”

V1. Controlar el cumplimiento de las
Precauciones Estandar y de Contacto.

VIl. Documentar la existencia de un
Protocolo de Limpieza Diaria y
Terminal de las habitaciones de
pacientes con BMR, actualizado.

VIIl. Elaborar un documento / ficha de
limpieza del material clinico /
aparatos de exploracion existentes en
la UCI, usados habitualmente con los
pau.e’ ‘es.

IX. Incluir en |a higiene diaria del
paciente colonizado / infectado por
BMR productos que contengan
Clorhexidina al 4%.

X. En caso de sospecha de Brote
Epidémico por BMR, se recomienda
realizar tipaje molecular del agente

causal.

Los Centros que no dispongan de los medios
necesarios pueden recwrir, de forma gratuita, al
Centro Nacional de Microbiologia del Instituto
Carlos i (Tino: 918223650).

Figura 11 Lista de 10 normas/recomendacdes feitas pelo plano estratégico para reducéo das infeccoes
nosocomiais por bactérias multirresistentes em Espanha, chamado “Proyecto Resistencia Zero”

Como é possivel verificar, por estas medidas sugeridas, a problematica da resisténcia
aos antibioticos implica actualmente varios sectores importantes da sociedade, portanto é
necessaria a formacdo de profissionais, sdo necessarias campanhas de sensibilizacdo para
informar a populacédo, é necessaria uma vigilancia constante, é necessario limitar a utilizacao
dos antibidticos e s@o necessarias alternativas aos antibioticos existentes, para tal € necessaria
investigacdo. E nesse campo da investigacdo que se foca a seccdo final desta introducdo, na
procura de novos antibidticos ou mesmo de alternativas aos antibioticos.

1.6.1 Alternativas ao uso de antibidticos

Com a reducdo dos investimentos na area farmacéutica relativamente a producéo de
novos antibioticos e com a exponencial dispersdo de bactérias multirresistentes, foi necessario
concentrar esfor¢cos na investigacao de alternativas viaveis a utilizacdo dos actuais antibiéticos

gue pouco a pouco se tornam obsoletos. A importancia da problematica da resisténcia aos
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antibidticos levou a comunidade cientifica a procura destas alternativas, e nesta sec¢do séo

apontadas e sugeridas algumas linhas de investigagéo.

Vérios factores, na sua maioria econémicos, levaram os pequenos e grandes grupos
farmacéuticos a abandonar a pesquisa e descoberta de novos antibidticos, como: a)
dificuldade em prever a evolucdo das resisténcias aos antibidticos; b) riscos elevados para o
investimento; c) regulamentos e legislacdo complexa e divergente; d) o facto de requerer alto
investimento e de produzir uma receita mais baixa comparativamente a outros farmacos; e €)
o facto de serem tratamentos rapidos que produzem, consequentemente, rendimentos mais
reduzidos (Roca et al. 2015). Pequenos grupos de investigacdo, unidos com empresas
farmacéuticas em projectos de investigacdo, tém conseguido fazer alguns progressos
relevantes, resumidos por Roca e colaboradores na Tabela 3.

Tabela 3 Estratégias para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos (Adaptado de Roca
etal., 2015)

Estratégia Descripcéo
Derivados de antibioticos Modificar a estrutura basica de antibidticos ja conhecidos ou

desenvolver inibidores dos mecanismos de resisténcia conhecidos
Novos antibioticos Avaliagdo da produgdo de antibidticos por outros microorganismos
de distintas fontes

Ferramentas combinadas entre areas distintas como a gendmica e a

quimica
Antivirais Compostos quimicos de inibicdo dos factores de viruléncia ou
anticorpos
Nanoparticulas Desenvolvimento de péptidos antibacterianos
Bacteriéfagos Desenvolvimento de bacteriofagos ou enzimas fagoliticas

Abordagem ecoldgica Desenvolvimento de inibidores de transferéncia plasmidica ou

oligémeros silenciadores de genes

Outras alternativas, que se afastam um pouco das linhas tradicionais de investigacao,

foram também estudadas e desenvolvidas:

1. Probio6ticos: os probioticos sdo constituidos por microorganismos nao patogénicos
benéficos para a flora intestinal através da modificacdo da sua ecologia. Assim sendo, 0s
probidticos sdao microorganismos que sobrevivem a digestdo gastrica, biliar e pancreética,

capazes de induzir uma resposta do seu hospedeiro aquando da entrada no ecossistema
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intestinal e que possuem uma funcdo clinica benéfica para os hospedeiros (Saavedra 2007).
Geralmente presentes em alimentos fermentados e produtos lacticos, as bactérias produtoras
de acido lactico dos géneros Lactobacilli, Bifidobacteria e Streptococcus sdo das mais
utilizadas em produtos alimentares (Saavedra 2007). A capacidade dos probi6ticos em moldar
a mucosa intestinal e combater estirpes patogénicas através da producdo de compostos
quimicos provou ser extremamente benéfica em casos de diarreia produzida pela bactéria
Clostridium difficile (D'Souza et al. 2002; Lau e Chamberlain 2016; Rohde et al. 2009).
Outros estudos defendem ainda a capacidade, tanto dos prebidticos como dos probioticos,
como alternativas preventivas a utilizacdo de antibiéticos (Hume 2011);

2. Mel: de forma semelhante aos probi6ticos, um estudo recente identificou 13
bactérias produtoras de &cido lactico, presentes em amostras de mel puro (Olofsson et al.
2016). Estas amostras de mel foram testadas em isolados de MRSA, Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus resistente a vancomicina e apresentaram resultados
surpreendentes. Interessante € perceber que ja na civilizacdo egipcia o mel era utilizado
frequentemente, contudo, este estudo explica com mais pormenor o porqué de tal utilizacéo
(McKenna e McKenna 1998). Tobias Olofsson e seus colaboradores observaram que as
bactérias lacticas, em conjunto, produziam compostos que sozinhas ndo conseguiam. Ao
contrario dos antibidticos, que actualmente sdo compostos apenas por uma substancia activa.
Estes investigadores sublinharam ainda que estas caracteristicas s6 podem ser observadas em
mel puro, pois 0 mel vendido hoje em dia passa por processos de pasteurizacdo que eliminam
todas as bactérias e retiram a capacidade e propriedade preventiva do mel (Olofsson et al.
2016);

3. Equinodermes: a producdo de moléculas bioactivas € inata do sistema imunoldgico
dos seres vivos. Um estudo relativamente recente, focou-se em péptidos antimicrobianos
produzidos pelo sistema imunitario de ouricos-do-mar e de pepinos do mar, que apresentaram

actividade no combate a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Schillaci e Arizza 2013).

1.7 Associacdo das Técnicas, PFGE, MLST, Conjugacdo e PBRT

No contexto desta dissertacdo € importante fazer a ligacdo entre as distintas técnicas

utilizadas durante o estudo. Sao técnicas que se complementam e que, juntas, permitem uma
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caracterizacdo ampla da diversidade clonal, da diversidade plasmidica e da viruléncia das
estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL.

A técnica de electroforese em campo pulsado (PFGE) permite determinar o grau de
proximidade e de relacionamento entre um determinado grupo de isolados, de forma a
identificar clones semelhantes. A utilidade desta técnica reside na capacidade de controlar e
compreender a dispersdo de determinada estirpe (Tenover et al. 1995). Geralmente, o0s
isolados comparados devem ser obtidos na mesma area, durante 0 mesmo periodo de tempo e
de origens comuns, contudo, neste estudo as origens eram bastante variadas. Apesar de esta
técnica ser bastante (til e eficaz em termos de tipificacdo de estirpes, € muito especifica e ndo
permite obter informacdo epidemiolégica. Tenover e colaboradores sugerem mesmo que tanto
os dados clonais como os dados epidemiolégicos devem ser estudados independentemente,
mas devem ser analisados em conjunto (Tenover et al. 1995). E entdo que, na busca de

informacdo epidemiologica complementar, é necessario utilizar outra técnica.

A tipificacdo de sequéncias multilocus (MLST), permite obter informaces
epidemiologicas complementares. De forma semelhante a identificacdo dos grupos
filogenéticos, a deteccdo das sequéncias tipo (ST) permite avaliar o grau de patogenicidade
dos isolados e, adicionalmente a técnica de PFGE, permite entender e avaliar a disseminacéo
das estirpes resistentes aos antibidticos. Esta técnica permite identificar rapidamente os
complexos clonais e clones bacterianos, algo extremamente util, pois a propensdo das
bactérias para desenvolver doenca depende em larga escala com a sua origem filogenética
(Clermont et al. 2015). Assim sendo, esta duas técnicas sdo complementares, enquanto a
primeira permite fazer uma comparacéo clonal num grupo maior e mais distinto de isolados, a
segunda caracteriza cada clone mais especificamente e permite obter dados da patogenicidade
dos isolados. A combinacédo de ambas as técnicas é algo comum em estudos de resisténcia aos
antibioticos, existindo até alguns que conseguem combinar ambas as técnicas apenas num

dendrograma (Skaare et al. 2014).

As técnicas descritas previamente permitem avaliar a dimensdo da dispersdo de
determinadas estirpes, as técnicas descritas em seguida permitem estudar e compreender 0s
mecanismos que permitem que determinados genes de resisténcia se dispersem nos mais
variados ambientes. As bactérias, como Escherichia coli, possuem informacdo genética
extracromossomica, capaz de se replicar e de ser transferida entre células bacterianas

distintas, esta informac&o é geralmente transportada por plasmideos. O transporte de genes de

42



Introdugdo | Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL

resisténcia pelos plasmideos e de factores de viruléncia, permite a determinados isolados
adaptarem-se em meios especificos onde existe pressdo selectiva, sendo portanto uma
vantagem para as células bacterianas (Carattoli 2011). As experiéncias de conjugacao
associadas ao estudo dos plasmideos permitem identificar os plasmideos mais comuns na
transmissdo de genes de resisténcia. Estes elementos mdveis sdo identificados e classificados
através da sua estabilidade durante os processos de conjugacdo, separando-0s por grupos de
incompatibilidade (incapacidade de dois plasmideos do mesmo grupo se propagarem com
estabilidade na mesma célula) (Novick 1987). A técnica utilizada para classificar os
plasmideos ¢ denominada de PBRT (“PCR-Based Replicon Typing”) e tem como alvo os
replicdes das principais familias de plasmideos (Carattoli 2009; Carattoli et al. 2005).

Desta forma, estas quatro tecnicas combinadas podem ser Uteis para analisar a
distribuicdo na natureza das estirpes bacterianas, a relacdo entre as bactérias e a origem e
evolucdo dos isolados. Resumindo, a electroforese em campos pulsados (PFGE) e a tipicagéo
de sequéncia multilocus (MLST) sdo extremamente Uteis para perceber o qudo dispersas estao
determinadas estirpes; e a conjugacdo e a tipificagdo dos replicbes (PBRT), sdo Uteis na
mesma area, mas acrescentam a compreensdo dos mecanismos de dispersdo e transferéncia
dos genes de resisténcia. Todas as técnicas se complementam e permitem um estudo mais
completo, existindo estudos prévios que associam as sequéncias tipo (ST) estudadas atraves
de MLST, com o0s genes beta-lactamicos e com os grupos de incompatibilidade dos
plasmideos (Carattoli 2011).
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Capitulo 2 — Objectivos

Foram objectivo deste trabalho:

1. Estudar os fendtipos de resisténcia antibacteriana das estirpes previamente
identificadas, envolvendo: a avaliagdo da susceptibilidade das bactérias em relagdo aos
antibiéticos de forma qualitativa através do método de Kirby e Bauer, utilizando discos de
antibiéticos; a determinacdo fenotipica da producdo de B-lactamases de espectro extenso
(ESBL) através do método de difusdo de discos, utilizando cefotaxima, ceftazidima,
amoxicilina e acido clavulanico; a extraccdo e quantificacgdo de ADN bacteriana para
posterior utilizacdo em reac¢des de PCR (polymerase chain reaction), como a analise dos
grupos filogenéticos das estirpes identificadas que é realizada através de uma reaccdo de
PCR-multiplex, sendo que estirpes pertencentes aos grupos filogenéticos B2 e D serdo ainda
analisadas através de MLST (multilocus sequece typing) de forma a detectar estirpes

altamente virulentas;

2. Analisar a diversidade clonal das estirpes de E. coli produtoras de ESBL
atraves de PFGE, fazendo o estudo da relagédo clonal entre os isolados de E. coli produtores
de ESBL através de electroforese em campo pulsado (PFGE) e posterior analise dos padrdes

obtidos com recurso a software informatico de construcao de dendrogramas;

3. Verificar a transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias com padrdes
multirresistentes, fazendo a seleccdo de estirpes dadoras conjugaveis atraves de parametros
previamente definidos (padrdo de PFGE, concentracdo minima inibitéria a rifampicina,
animal de origem) e posterior experiéncia de conjugacdo em meio liquido Luria Bertani,
andlise das estirpes conjugantes através de sementeira em meio selectivo e analise fenotipica

das estirpes transconjugantes obtidas; e

4. Detetar plasmideos R obtidos através de conjugacdo, implicando a obtencdo de
plasmideos resistentes através do método de conjugacdo previamente descrito e analise dos
replicbes presentes nos plasmideos das estirpes dadoras e transconjugantes através de PCR-

based pelicon-typing.
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Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1 Isolados de Escherichia coli

Foram analisadas e comparadas 53 estirpes de E. coli isoladas a partir de amostras
fecais, todas provenientes de estudos realizados previamente pelo grupo de investiga¢do, num
total de nove espécies distintas de animais selvagens: 14 estirpes isoladas de amostras fecais
de lobo Ibérico (Canis lupus signatus) (Goncalves et al. 2012b), 10 isoladas a partir de
douradas (Sparus aurata) (Sousa et al. 2011), 9 isoladas de lince Ibérico (Lynx pardinus)
(Goncalves et al. 2012a), 8 de javali (Sus scrofa scrofa L.) (Poeta et al. 2009), 4 de aves de
rapina (Costa et al. 2006), 3 isolados a partir de raposas, dos quais, 2 eram de raposas
vermelhas (Vulpes vulpes) (Costa et al. 2006; Radhouani et al. 2013a), 2 de aves do
arquipelago dos Acores (Sylvia atricapilla) (Silva et al. 2011), 2 isoladas a partir de veados e
uma isolada a partir de amostras fecais de coruja (Costa et al. 2006). Todas as amostras foram

colhidas em territorio ibérico, entre Portugal e Espanha, no periodo 2003-2010 (Tabela 2).

As amostras fecais dos diversos animais gozaram de diferentes métodos de colheita.
As colheita das amotras fecais de lobo Ibérico foram realizadas por uma organiza¢do nao
governamental de conservacao desta espécie, durante estudos de vigilancia e monitorizacao.
As amostras de dourada foram colhidas por praticantes de pesca desportiva. As amostras
fecais de lince Ibérico foram colhidas durante procedimentos clinicos e de monitorizacédo pela
entidade responsavel pela preservacdo desta espécie. As de javali selvagem foram colhidas
apos a caca ao javali organizada por diferentes conjuntos de caca. Semelhante cenario de
colheita ocorreu com as raposas vermelhas. As amostras fecais de aves do arquipélago dos
Acores foram colhidas utilizando redes para captura dos animais pelo Centro de
Biodiversidade e Genética da Universidade dos Acores. Por, fim as amostras fecais de

animais variados foram colhidas em ambiente natural em Parques Naturais.

Todo este processo de isolamento e seleccdo das bactérias foi previamente realizado
noutros estudos (Tabela 4), e foi a partir destes isolados de Escherichia coli que foi
desenvolvido este estudo de diversidade plasmidica. Devido ao largo periodo de tempo que as

amostras foram mantidas e conservadas em meio de leite desnatado, algumas analises ja
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realizadas nos estudos anteriores, foram novamente reproduzidas de forma a comprovar a

fiabilidade dos isolados.

Tabela 4 Proveniéncia e nimero de amostras fecais de animais selvagens analisadas

) e N° de ) Data de
Animal (Especie) Artigo Autor Local de recolha
amostras recolha
Lobo Ibérico 14 “Iberian Wolf as a Reservoir of Extended-  Gongalves et al. PORTUGAL 2008-2009
(Canis lupus signatus) Spectrum p-Lactamase-Producing (Falperra, Minhéu, Alvéo,
Escherichia coli of the TEM, SHV and Padrela e Candedo)
CTX-M Groups”
Dourada 10 “Gilthead Seabream (Sparus Aurata) as Sousa et al. PORTUGAL 2007
(Sparus aurata) Carriers of SHV-12 and TEM-52 (Oceano Atlantico, Costa
Extended-Spectrum Beta-Lactamases- Oeste, Peniche)
Containing Escherichia coli Isolates”
Lince Ibérico 9 “Detection of Extended-Spectrum Beta-  Gongalves et al. ESPANHA 2008-2010
(Lynx pardinus) Lactamase-producing Escherichia coli (Parque Nacional de
isolates in faecal samples of Iberian Lynx” Dofiana e Serra Morena)
Javali 8 “Wild boars as reservoirs of extended- Poeta et al. PORTUGAL 2005-2007
(Sus scrofa scrofa L.) spectrum beta-lactamase (ESBL) (Norte de Portugal)
producing Escherichia coli of different
phylogenetic groups”
Raposa 2 “Molecular characterization of extended-  Radhouani et al. PORTUGAL 2008-2009
Vermelha spectrum beta-lactamase-producing (Norte de Portugal)
Escherichia coli isolates from red foxes in
(Vulpes vulpes)
Portugal”
Aves Acores 2 “Molecular characterization of Silva et al. PORTUGAL 2010
(Sylvia atricapilla) vancomycin-resistant enterococci and (Arquipélago dos Acores)
extended-spectrum B-lasctamase-
containing Escherichia coli isolates in wild
birds from the Azores Archipelago”
Aves de Rapina 4 “Detection of Escherichia coli harbouring Costa et al. PORTUGAL 2003-2004
extended-spectrum B-lactamases of the (Parques Naturais, Norte
Raposa 1 :
CTX-M, TEM and SHV classes in faecal e Centro de Portugal)
Veado 2 samples of wild animals in Portugal”
Coruja 1
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3.2 Estudo da Sensibilidade aos Antibioticos

3.2.1 Classes de antibioticos testadas

Através do método da difusdo em agar pela técnica de Kirby-Bauer, cuja metodologia
sera explicada de seguida, todos os isolados de E. coli foram testados para a sensibilidade a 16
antibidticos: ampicilina (10 pg), amoxicilina +acido clavulanico (20 + 10 pg), cefoxitina (30
ug), cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg), imipenemo (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg), amicacina (30 pg),
tobramicina (10 pg), estreptomicina (10 pg), acido nalidixico (30 pg),
sulfametoxazol/trimetoprim (1,25 + 23,75 pg) e ainda cloranfenicol (30 pg) (Tabela 5).

Tabela 5 Antibiéticos testados em E. coli e respectivo valor dos halos de inibi¢do (Adaptado de CLSI, 2014)

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Antibittico
Resistente (R) Intermédio (1) Sensivel (S)

Ampicilina <13 14-16 >17
Amoxicilina + Acido Clavulanico <13 14-17 >18
Cefoxitina <14 15-17 >18
Cefotaxima <22 23-25 >26
Ceftazidima <17 18-20 >21
Aztreonam <17 18-20 >21
Imipenemo <19 20-22 >23
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Gentamicina <12 13-14 >15
Tetraciclina <11 12-14 >15
Amicacina <14 15-16 >17
Tobramicina <12 13-14 >15
Estreptomicina <11 12-14 >15
Acido Nalidixico <13 14-18 >19
Sulfametoxazol/trimetoprim <10 11-15 >16
Cloranfenicol <12 13-17 >18

Todos os antibiéticos utilizados durante o estudo possuiam a forma de disco e
respeitaram as concentra¢des recomendadas pelo “Clinical and Laboratory Standards

Institue” (CLST) (CLSI 2014). Este ensaio pela técnica de Kirby-Bauer consiste em aplicar em

53



Material e Métodos | Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL

placas com meio Muller-Hinton, previamente semeadas com 0 microorganismo a ser testado,
discos com diferentes antibidticos, a diferentes concentracGes. Apds o contacto do disco com
a superficie humida do meio de cultura, ocorre a difusdo do antibiotico para o meio. Depois
de incubagdo durante 24 horas a 37°C, e consequente crescimento das bactérias, € possivel
observar a formacgdo de halos de inibicdo em volta dos discos de antibidtico. A analise do
didmetro, em milimetros, dos halos de inibicdo, permite separar as diferentes estirpes como
resistentes (R), com resisténcia intermédia (I) e sensiveis (S) aos antibidticos. A leitura deve
ser feita segundo a regra que diz que o didmetro do halo de inibicdo é inversamente
proporcional a resisténcia da estirpe em relacdo a determinado antibiético. Os didmetros dos
halos de inibicdo de cada antibiético variam para cada bactéria e para cada antibidtico. Na
Tabela 5 estdo dispostos os valores de referéncia para Escherichia coli e para os antibiéticos
utilizados durante o estudo.

3.2.2 Determinacéo da sensibilidade aos antibioticos

Para andlise da susceptibilidade aos antibidticos, como previamente referido, foi
utilizado o método da difusdo em agar pela técnica de Kirby-Bauer, com posterior
interpretacdo seguindo as normas do CLSI (CLSI 2014). Durante o desenvolvimento desta
dissertacdo, este método foi realizado duas vezes, em situacdes e tempos diferentes: no inicio,
para verificar a fiabilidade dos isolados e verificar se o fenotipo de resisténcia se mantinha
inalterado; proximo do final, para identificar o fendtipo de resisténcia das estirpes
transconjugantes obtidas e comparar com o fendtipo das estirpes dadoras. Esta técnica,

descrita previamente, é bastante simples e facil de reproduzir, e possui apenas dois passos:

1. Preparacdo do indculo: os isolados puros preservados em meio de leite foram
descongelados (0 minimo possivel), foram semeados em placas com meio BHI-agar
devidamente identificadas e incubados durante 24 horas a 37°C numa estufa. Entretanto,
foram preparados tubos de ensaio com 3mL de solucdo salina esterilizada (NaCl a 0,9%).
Apos as 24 horas de incubacédo, foram repicadas duas a trés coldnias para os tubos com 3 mL
de solucdo salina, com o auxilio de uma ansa, até se obter uma turvacdo equivalente a 0,5 na
escala de McFarland (de 0,5 a 10) (McFarland 1907);

2. Inoculacdo da placa: em seguida, com uma zaragatoa esterilizada, embebida na

solucdo salina com o isolado de Escherichia coli em suspensdo, semeou-se a superficie de
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uma placa, devidamente identificada, de MH, na sua totalidade e de forma homogénea. Apos
semear a placa na sua totalidade em todas as direc¢fes, com o auxilio de uma pinca, foram
colocados os discos de antibiético, num méaximo de seis discos por placa. Incubaram-se as
placas de MH em estufa a 37°C durante 24 horas. Apos esse periodo de incubagdo mediram-
se 0s diametros dos halos de inibicdo e avaliou-se o seu valor segundo os valores referidos na
Tabela 3.

3.2.2 Determinacio fenotipica da producao de p-lactamases de largo espectro

Para identificar se fenotipicamente o isolado de Escherichia coli é produtor de B-
lactamases de largo espectro, é necessario realizar uma prova muito semelhante ao teste
anterior de determinacdo do fendtipo de resisténcia aos antibidticos.

O processo de preparacdo do indculo e de sementeira com auxilio de zaragatoa em
placa com meio MH é igual ao realizado na prova anterior. O que varia na determinacdo
fenotipica da producdo de beta-lactamases sdo os antibidticos utilizados: ceftazidima,
cefotaxima, aztreonam e a amoxicilina + &cido clavulanico no meio dos outros trés
antibiodticos. Ap6s a colocacdo dos discos de antibiético com o auxilio de pinca, em forma de
T e com cerca de 2 cm entre cada um, as placas devidamente identificadas sdo incubadas em
estufa a 37°C durante 24 horas (Figura 12).

Figura 12 Isolado com fenétipo positivo para produgdo de B-lactamases de largo espectro (imagem do autor). GZ-
Zona fantasma; AMC- amoxixilina+acido clavulanico; CTZ-ceftazidima; CTX-cefotaxima; AZT-aztreonam
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Para se identificar um fenotipo positivo para producdo de beta-lactamases de espectro
largo, tem de se verificar a seguinte situacdo: junto da area de interface entre os discos de
ceftazidima (CTZ), cefotaxima (CTX) e aztreonam (AZT) com o de amoxicilina + &acido
clavulanico (AMC), forma-se uma ampliagdo do halo inibicdo denominado de zona fantasma
(“ghost zone”). Esta ampliagdo do halo ocorre devido a inibigdo das enzimas -lactamases,
por parte do acido clavulanico, permitindo a actuacdo da amoxicilina, um antibidtico f3-
lactdmico. Este fen6tipo aqui descrito pode ser observado na Figura 12, apesar de ndo ser o
melhor exemplo, pois ndo possui as zonas fantasma em todos as areas de interface dos

antibioticos.

3.3 Caracterizagdo Genotipica dos Isolados

De forma a colmatar algumas lacunas na caracterizagcdo genotipica dos isolados
previamente estudados, foi necessario fazer a extraccdo de ADN e posterior quantificacdo e
amplificacdo de sequéncias especificas de ADN através da reaccdo em cadeia por ac¢do da
polimerase (PCR, polymerase chain reaction). A inexisténcia da analise dos grupos
filogenéticos de alguns isolados, a necessidade de fazer a tipificacdo de outors com possiveis
factores de viruléncia elevados e a analise dos plasmideos através de “PCR-based replicon
typing” (PBRT), levou a implementagdo destes métodos durante o desenvolvimento desta

dissertacdo (Carattoli et al. 2005; Clermont et al. 2000; Clermont et al. 2014).

3.3.1 Extraccédo de ADN

Como a quantidade de ADN necessaria para realizar uma reac¢do de PCR € bastante
reduzida, foi utilizada uma técnica de extraccdo de ADN rapida, simples e igualmente eficaz.
Para realizar a extraccdo de ADN de Escherichia coli, foi eleito o método fervido. Este
método baseia-se na ruptura celular provocada pela elevada temperatura da agua, levada a
ebulicdo, o que permite a saida do contetdo celular que fica em suspensdo (Holmes e Quigley
1981). A aplicacdo do método fervido para a extraccdo de ADN de E. coli consiste nos

seguintes passos:
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1. Preencher um determinado nimero (igual ao nimero de isolados para extrac¢do) de
eppenforfs de 1mL, com 500uL de agua destilada esterilizada (através de autoclavagem) e
identifica-los devidamente;

2. Com o auxilio de uma ansa, suspender uma pequena quantidade de estirpe
bacteriana pura, retirada de uma cultura pura em placa de BHI durante 24 horas a 37°C;

3. Agitar vigorosamente no vortex durante 30 segundos;

4. Colocar os epperdorfs com a suspensdo e devidamente identificados, num banho de
agua a 100°C durante 8 minutos, tendo sempre em atencdo e evitando a abertura dos

microtubos devido a pressao criada dentro dos mesmos;

5. Apos esfriar ligeiramente, levar novamente ao vortex e centrifugar a 12 000 rpm
durante 3 minutos, de modo a ser visivel um pellet (precipitado branco) no fundo do
microtubo, com todo o material celular excepto o ADN;

6. Retirar o sobrenadante, onde se encontra o ADN, com o auxilio de uma

micropipeta, e colocar num novo microtubo limpo e devidamente identificado;
7. Andlisar a concentracédo e a pureza do ADN obtido;

8. Conservar os microtubos no frio, a 4°C, para posterior utilizacdo nas reaccdes de
PCR.

3.3.2 Quantificacdo de ADN

A medicdo da concentracao e pureza do ADN de Escherichia coli obtido foi realizada
através da leitura da absorvancia a 260 e a 280nm, utilizando o espectrofotometro ND-100
Spectophotometer, NanoDrop®. Para tal, € necessario colocar 2uL. de uma amostra de ADN
extraido no poco e automaticamente o aparelho realiza uma leitura das absorvancias

necessarias.

Para a medicdo da concentracdo de ADN € necessario atentar-se na leitura a 260nm. A
concentracdo ideal para a realizagdo da PCR deve variar entre 300 e 600ug/mL, isto

considerando que uma unidade de densidade Optica equivale a 50ug/mL de ADN de cadeia
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dupla. No caso de as concentracdes ultrapassarem estes valores, € necessario proceder a sua
diluicdo utilizando agua destilada esterilizada.

Relativamente a medicdo da pureza do ADN, esta é dada pelo quociente entre as duas
absorvancias obtidas (260 e 280nm). Para obter uma preparacdo pura de ADN, este quociente
de pureza deve encontrar-se entre 1,8 e 2. Um valor inferior a este intervalo € geralmente sinal

de contaminacdo com moléculas proteicas.

Apos todo este processo de analise da concentragdo e pureza do ADN, pode-se guardar
0s microtubos de ADN extraido a 4°C até utilizagdo em reac¢des de PCR.

3.3.3 Reaccao em cadeia pela polimerase (PCR, “polymerase chain reaction”)

A técnica de PCR, ou seja a reaccdo em cadeia pela accdo da ADN polimerase,
consiste na amplificacdo de uma sequéncia especifica de ADN delimitada por um conjunto de
primers, tudo isto com o auxilio da enzima ADN polimerase. A reaccdo é constituida por trés
fases fundamentais: a desnaturacdo, o annealing ou fase de ligacdo e a extensdo. Com o
auxilio de um termociclador T300 Thermocycler, Biometra®, as trés fases consistem em
variacdes de temperatura. Todo o ciclo é entdo repetido varias vezes, para que seja obtida uma

grande amplificacdo de ADN com um elevado nimero de copias (Pierce 2002).

Para que ocorra esta reacGao Sa0 necessarios varios reagentes, que juntos permitem a
amplificacdo do ADN em varias cdpias. Todos os componentes sao adicionados em mini
microtubos devidamente identificados e com tamanho adequado para o termociclador. Cada
microtubo é preenchido com a mistura de reaccio e o ADN de uma amostra diferente. E
também importante referir que, consoante a reac¢do de PCR, e a necessidade de sequenciar ou
ndo, o volume final em cada tubo de reaccdo pode variar entre 20 uL, 25uL ou 50uL. Por
exemplo, quando é necessario fazer a sequenciacdo das amostras de ADN, o volume final de
reaccdo deve ser de 50uL. Os componentes e os seus volumes podem ser observados na
Tabela 6. Ao conjunto de microtubos com as amostras de ADN foram adicionados dois
controlos, um negativo e um positivo. No controlo negativo, a quantidade de ADN ¢
substituida por 10uL de agua miliQ esterilizada, com o objectivo de controlar possiveis

contaminagdes. J& o controlo positivo, contém sempre uma estirpe confirmada para a presenca
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dos genes de interesse, por sequenciacdo. Os controlos positivos utilizados durante este estudo
foram gentilmente cedidos pela Universidade de La Rioja (UR).

Tabela 6 Volumes e concentracBes dos reagentes usados nas reac¢fes de PCR

Concentragcdo  Volume 20pL.  Volume 25uL.  Volume 50pL

Componentes o

inicial (por tubo) (por tubo) (por tubo)
Agua miliQ esterilizada - 12,6uLl 15,475uL 30,2ul
Tampéo de reacgdo NH, (Buffer Bioline) 10x 2ul 2,5uL SuL
MgCl, (Bioline) 50mM 0,6uL 0,375uL 1,5ul
dNTPs 2,5/10mM 0,8uL 0,5uL 1ulL
Primer forward 25uM 0,8uL 0,5uL 1uL
Primer reverse 25uM 0,8uL 0,5uL 1uL
BIOTAQ™ ADN polimerase (Bioline) 5U/uL 0,4uL 0,15uL 0,3uL
ADN - 2ulL SuL 10uL
TOTAL - 20uL 25uL 50pL

3.3.3.1 Primers e condic¢des de PCR utilizados

Dependendo da regido alvo e do tamanho do fragmento de ADN a ampliar, varias
factores devem variar. As sequéncia dos primers variam, obviamente, consoante a cadeia
unifilamentar a qual se tém de ligar. O que varia também sdo as condic¢des da reac¢do de PCR,

como o numero ciclos, bem como a sua duracao.

Durante o desenvolvimento do trabalho pratico foram utilizadas duas reac¢oes de PCR
distintas, uma para colmatar lacunas de informacao no estudos prévios e outra de interesse

para este estudo, para o enriquecer e aprofundar:

= Determinacdo do grupo filogenético em Escherichia coli: a importancia deste
estudo para avaliar o grau de patogenicidade dos isolados e perceber a evolucdo e
disseminacdo da resisténcia aos antibidticos, levou a aplicacdo desta reaccdo de PCR em nove
amostras que ndo tinham sido analisadas relativamente a este aspecto (Costa et al. 2006). O
protocolo utilizado permitiu, de maneira rapida e eficiente, determinar o grupo filogenético
destas amostras (Clermont et al. 2000). Desta forma, apenas com a realizacdo de uma reac¢éo

de PCR e com a utilizacdo de trés pares distintos de primers (chuA, yjaA e tspE4.C2), como é
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visivel na Tabela 7, foi possivel dividir os isolados pelos quatro possiveis grupos filogenéticos

existentes.

Tabela 7 Sequéncias nucleotidicas dos primers de PCR para a determinacdo dos grupos filogenéticos em
Escherichia coli e condigBes respectivas condi¢des de amplificacdo (Adaptado de Clermont et al., 2000)

Gene ou regido alvo  Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°23°) CondicGes de amplificacéo
chuA 279 GAC GAA CCA ACG GTC AGG AT 94°C. 5°. 1 ciclo
TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA 04°C. 307
yjaA 211 TGA AGT GTC AGG AGA CGC TG S5°C 307 20 ciclos
ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC
tspE4.C2 152 GAG TAATGT CGG GGC ATT CA 72°C, 307
CGC GCC AAC AAAGTATTACG ~— 2°C. 7 Liclo
» Tipificacdo de sequéncias multilocus (MLST, “multilocus sequence typing”):
como as amostra designadas com o grupo filogenético B2 e D estdo geralmente associadas a
fenotipos altamente virulentos, que acumulam factores de viruléncia extraintestinais, foi
necessario realizar uma caracterizacdo mais profunda destes isolados (Clermont et al. 2000).
Com esse objectivo foram estudados sete genes housekeeping (adk, fumC, gyrB, icd, mdh,
purA, recA) através de MLST, o que permitiu a determinacdo das sequéncias tipo (ST) e dos
complexos clonais (Tartof et al. 2005). Esta técnica, morosa mas eficaz, exige a realizacéo de
sete reaccOes de PCR distintas, devido a diferente temperatura de annealing para cada par de
primers, como se pode comprovar nas Tabela 8 e 9. A técnica exige ainda uma posterior
sequenciacdo e uma analise através da base de dados MLST Database da Universidade de
Warwick (Coventry, Inglaterra) (mlst.warwick.ac.uk), para detectar estirpes virulentas
extraintestinais (Wirth et al. 2006).
Tabela 8 Sequéncias nucleotidicas dos primers de PCR para a amplificacdo de 3 dos 7 genes housekeeping para
a tipificacdo por MLST (Adaptado de Tartof et al., 2005 e Vinué, 2010)
Gene ou ) ) Condigdes de
regiio alvo Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°=>3) amplificacéo
gyrB 880 TCG GCG ACA CGG ATG ACG GC 95°C. 3°. 1 ciclo
ATC AGG CCT TCACGC GCATC 95°C. 1
recA 734 CGC ATT CGC TTT ACC CTG ACC _
TCG TCG AAA TCT ACG GAC CGG A 60°C, 17 1= 30 ciclos
mdh 932 ATG AAA GTC GCA GTC CTC GGC GCT GCT GGC GG 22

0 b :
TTA ACG AAC TCC TGC CCC AGA GCG ATATCT TTCTT  /2°Cr 275 1 ciclo
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Tabela 9 Continuagdo das sequéncias nucleotidicas dos primers de PCR para a amplificagdo de 4 dos 7 genes

housekeeping para a tipificacdo por MLST (Adaptado de Tartof et al., 2005 e Vinué, 2010)

Gene ou o ] Condigdes de
» Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°23°) o
regido alvo amplificacédo
adk 583 ATT CTGCTT GGC GCT CCG GG
CCGTCAACTTTCGCGTATTT 95°C. 3. 1 ciclo
fumC 806 TCA CAG GTC GCCAGC GCTTC 95°C. 1’
GTA CGC AGC GAA AAA GAT TC ’ ,
54°C, 1’ 30 ciclos
icd 878 ATG GAA AGT AAA GTAGTT GTT CCG GCACA
72°C, 2’
GGA CGC AGC AGG ATCTGTT ’
pUrA 816 CGC GCT GAT GAA AGA GAT GA 72°C, 2, 1 ciclo

CAT ACG GTAAGC CAC GCAGA

3.3.4 Electroforese em gel de agarose

Apos a obtencdo dos fragmentos de ADN amplificados pela técnica de PCR, para

fazer a sua separacdo e posterior visualizacdo, foi necessario efectuar a técnica da

electroforese horizontal em gel de agarose com brometo de etideo incorporado. Este processo

é constituido por trés fases distintas: a preparacao do gel de agarose, a insercdo dos produtos

de PCR e a visualizacao do gel de agarose, como se explica a seguir:

1. Preparacdo do gel de agarose: durante o estudo utilizaram-se géis com

concentracdo de agarose entre 1% e 2%, dependendo do tamanho do amplicdes a detectar
(Tabela 10).

Tabela 10 Relagdo entre a concentracdo de agarose no gel de electroforese e tamanho do amplicdo a ser
analisado

Tamanho dos

Concentracéo da

Reagentes e quantidades

5uL de brometo de etideo

amplices agarose 100mL (gel grande) 50mL (gel pequeno)
>800 pb 1% 1g agarose 0,59 agarose
100mL TBE 1x 50mL TBE 1x
5uL de brometo de etideo 2,5uL de brometo de etideo
300-800 pb 1,5% 1,59 agarose 0,759 agarose
100mL TBE 1x 50mL TBE 1x
5uL de brometo de etideo 2,5uL de brometo de etideo
<300 20 2g agarose 1g agarose
100mL TBE 1x 50mL TBE 1x

2,5uL de brometo de etideo
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Para a preparacdo dos géis utilizou-se o tampdo TBE 1x preparado a partir da solucdo
stock de TBE 5x (composto por: 54g/L Tris, 27,5¢/L &cido borico e 20mL EDTA 0,5M com
pH 8). Relativamente ao brometo de etideo (BrEt), foi utilizado com uma concentracgdo final
de 0,5ug/mL. Dependendo do numero de amostras para amplificar, o tamanho do gel a
preparar € 0 nimero de pocos vais variar, e consequentemente, a quantidade de agarose

também varia (Tabela 10).

Primeiro, pesou-se a agarose com o auxilio de um pequeno papel de aluminio. De
seguida colocou-se a agarose num baldo de Erlenmeyer com o volume necessario de tampao
TBE 1x. Enquanto a mistura aquecia, para que ocorra a dissolucdo da agarose, preparou-se
um suporte de gel. Depois de aquecida a mistura adicionou-se, com o auxilio de uma
micropipeta, a quantidade necessaria de brometo de etideo e misturou-se bem. Por fim,
verteu-se esta solucdo final ainda liquida num suporte com um pente para formar 0s pocos, e

aguardou-se que o gel solidificasse.

2. Insercéo dos produtos de PCR: ap0s a secagem e solidificacdo do gel, retirou-se o
pente. Com o auxilio de uma micropipeta, colocaram-se pequenas gotas de cerca de 2uL de
tampao de carga (10% sacarose, 0,0025% de bromofenol em TE [10mM Tris, 1ImM EDTA
pH8]) numa porcdo de PARAFILM® iguais ao nimero de amostras a serem analisadas. Com
outra micropipeta, juntaram-se 10uL do produto de PCR com os 2uL de tampéo de carga,
misturou-se bem e colocou-se no pogo respectivo. E importante referir que no primeiro pogo
de cada gel depositou-se um marcador de peso molecular e no ultimo colocou-se um controlo

positivo, sempre com um poco de intervalo para os produtos de PCR a analisar.

A electroforese foi realizada a 96 Volts, durande 45 minutos, numa tina de
electroforese com tampdo TBE e a corrida deve ser sempre feita na direccdo do eléctrodo

negativo, onde estdo 0s pogos com os produtos de PCR, para o eléctrodo positivo.

3. Visualizacdo do gel: visualizou-se a presenca ou auséncia dos amplicdes no gel,
através de luz ultravioleta (UV), utilizando um transiluminador e fotografou-se, utilizando um
capturador de imagem, ChemiGenius (GenSnap, SynGene). Nesta fase é importante e
aconselhavel a utilizacdo de luvas descartaveis de nitrilo, devido a utilizacdo de brometo de

etideo, que é considerado um reagente carcinogénico.
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3.4 Sequenciacao

Apos visualizacdo dos produtos de PCR através da electroforese em gel de agarose, no
caso da tipificacdo por MLST, foi necesséario fazer sequenciacdo para identificar com precisdo
as sequéncias tipo (ST) e em alguns produtos de PBRT também foi necessario realizar
sequenciacdo. A sequenciacdo automatica foi realizada pelo sistema ABI Prism 3730xI ADN
Analyser (Thermo Fisher Scientific), através do servico de uma empresa especializada
(Beckman Coulter Genomics, Reino Unido).

As recomendacOes para a preparacdo das amostras, relativamente aos volumes e
concentracdes, podem ser observadas na Tabela 11. A empresa recomenda ainda o envio das
amostras e dos primers respectivos em microtubos de 1,5mL, devidamente identificados com
um cédigo fornecido pela empresa, a temperatura ambiente e se possivel num envelope

almofadado, para que os microtubos ndao sofram qualquer dano.

Tabela 11 RecomendacBes da empresa Beckman Coulter Genomics para a preparacao e envio de amostras de
ADN para sequenciar

Amostra Preparacao Volume (minimo) Concentracao
Primers = entre 18 e 25pb; 10uL * 5uM
» GC% entre 40 e 60; (até 8 reacgdes)
=50°C < T\, < 75°C.
Produto de PCR = verificar amplificagdo de uma 30uL = depende dos amplicdes (x)
(ndo purificado) banda apenas através de (ate 3 sequenciagdes) = X < 1000pb: 30ng/ pL
electroforese. +5uL = 1000 < X < 2000: 60ng/ uL

(por sequenciagao extra) = 2000 < x < 3000: 90ng/ uL

= evitar tampdo TE

Produto de PCR = verificar amplificagdo de uma 15ul = depende dos amplicdes (x)
(purificado) banda apenas através de (até 3 sequenciagdes) = X < 1000pb: 15ng/ pL
electroforese; +5ul = 1000 < x < 2000: 25ng/ pL
» pode-se escolher a opgéo PUR (por sequenciagao extra) » 2000 < x < 3000: 35ng/ pL
durante o pedido, que obriga a = gvitar tampéo TE

empresa a fazer a purificagao.

O método de sequenciacdo utilizado pela empresa Beckman Coulter Genomics é 0

método de Sanger, ou didesoxi, que se baseia no processo de replicagdo em que o produto de
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PCR a ser sequenciado é utilizado como molde para criar varias moléculas semelhantes de
ADN. Utilizando esta técnica e o equipamente tecnoldgico avancado de sequenciagdo, é
possivel fazer a leitura de milhares de pares de bases em apenas algumas horas, com recurso a

corantes fluorescentes e scanners a laser:

1. marcacao dos nucleotideos de sequenciacdo com corantes fluorescenters diferentes

para cada um;
2. electroforese em tubos capilares contendo o gel,

3. os fragmentos de ADN, de diferentes tamanhos, véo-se separando ao longo do

capilar e vdo migrando, passando por um feixe de laser e um detector;

4. quando os fragmentos passam pelo feixe de laser, os corantes sdo activados,
emitindo uma fluorescéncia de comprimento de onda caracteristico, que é analisado pelo

scanner optico;

5. essa informacdo € depois processada por um computador e pode ser analisada

através da leitura de picos de comprimento de onda num grafico (Figura 13).

I|"|||l||l‘|llil
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Figura 13 Grafico com picos de comprimento de onda da fluorescéncia numa amostra de ADN para estudo dos
plasmideos através de PBRT.

No caso dos produtos de PCR enviados para sequenciar durante o desenvolvimento
deste estudo, a quantidade de produto de PCR enviada foi de 40uL e a de primer foi de 20uL,

ambos colocados em microtubos de 1,5mL.

Apos a sequenciacdo, foi necessario realizar a analise das sequéncias obtidas. Para tal
foram utilizadas varias ferramentas informaticas, para o tratamento e analise das sequéncias.
Primeiro, foi feita a andlise do grafico com os picos de comprimento de onda da
fluorescéncia, que devem ser altos e Unicos. De seguida, foi feito o tratamento da sequéncia

em formato FASTA através do Nucleic Acid Sequence Massager, retirando 0s espacos entre
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nucleotideos do formato FASTA (www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm).
Depois, foi feita uma comparagao das sequéncias no Clustal W2, utilizado para alinhamentos
de sequéncia multiplos (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e no EMBOSS Pairwise
Alignment Tool (www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/). Para determinar as sequéncias tipo
(ST) de alguns isolados foi ainda utilizada a base de dados MLST Database, da Universidade

de Warwick (Coventry, Inglaterra) (mlst.warwick.ac.uk/mlist/dbs/Ecoli).

3.5 Electroforese em Campo Pulsado (PFGE)

A diversidade clonal e as possiveis relacdes clonais entre os varios isolados de
Escherichia coli produtores de beta-lactamases de espectro largo foram estudadas atraves de
electroforese em campo pulsado (PFGE-“Pulsed Field Gel Electrophoresis”). Foi seguido o
protocolo proposto por Gautom et al., em 1997, com ligeiras alteragcdes (Gautom 1997), como

se explica:

1. Preparacao dos insertos: a partir de uma cultura pura em meio de BHI-agar, com o
auxilio de uma ansa, colocou-se uma colénia em suspensdo em 1mL de tampédo SE (75mM
NaCl; 25mM EDTA, pH 8) até se atingir uma absorvancia de 1,35 a 610nm. A medicdo do

branco de calibracéo realizou-se com tampao SE.

Preparou-se a agarose (BioRad) a 1,5% em tampdo TE (10mM Tris; 1mM EDTA) e
manteve-se em agitacdo a 54°C. De seguida, com o auxilio de duas micropipetas, misturou-se
0,5mL da suspensdo bacteriana com 0,5mL de agarose e repartiu-se pelos moldes.
Prepararam-se trés insertos por cada isolado de E.coli. Deixou-se solidificar entre 5 a 10
minutos no frigorifico. Neste fase é importante desenhar um esquema em papel para

identificar o isolado de cada molde.

2. Proteolise bacteriana: com o auxilio de uma pipeta volumétrica, adicionou-se 3mL
de tampao de protedlise (50mM Tris; 50mM EDTA,; 1% sarcosil; 0,21mg/mL proteinase K, pH
8) em tubos falcon de plastico, esterilizados. A proteinase K s6 deve ser colocado no tampéo
de protedlise no exacto momento da sua utilizacdo De seguida foram colocados, com o
auxilio de uma espatula pequena, os insertos nos tubos devidamente identificados. Incubou-se

0s tubos falcon com os insertos em Banho-Maria a 54°C, com agitacdo, durante 24 horas.
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3. Lavagem dos insertos: depois de eliminiar o tampao de proteodlise, fizeram-se em
Banho-Maria a 54°C as seguintes lavagens, com o auxilio de uma pequena espatula, um balao

de Erlenmeyer e um coador:
a) 10mL de &gua destilada a cada 10 minutos, trés vezes, num banho a 54°C.
b) 10mL de tampédo TE a cada 10 minutos, duas vezes, num banho a 54°C.
C) 10mL de tampédo TE a temperatura ambiente.

Os insertos foram entdo guardados em camara fria a 4°C,em tubos falcon em tampao

TE, podendo ser utilizados até 0 maximo de um ano apds este passo.

4. Digestdo enzimatica: de cada isolado, com o auxilio de uma pequena espatula,
retirou-se um inserto no qual foi utilizada a enzima de restricdo Xbal. O volume final de
tampao de digestdo por cada tubo foi de 100uL ao qual se juntou 40U da enzima Xbal
(NewEngland, Biolabs), BSA a 0,01% e o volume necessario de Tamp&o 10x de enzima e
agua destilada esterilizada. Esta etapa deve geralmente ser feita nas ultimas horas de trabalho
do dia e deve-se ter em atencdo o numero de amostras que cabem no gel de PFGE. Apo0s esta

etapa, os tubos foram incubados durante 6 horas, em Banho-Maria a 37°C.

5. Preparacao do gel de agarose: preparou-se um volume final de 150mL de gel de
agarose (BioRad) a 1% em Tampao TBE 0,5x. Verteu-se a agarose fundida no molde para
fazer o gel, onde se colocou o pente correspondente e deixou-se solidificar a temperatura
ambiente durante cerca de 20 minutos. A restante agarose que ndo foi utilizada deve ser
colocada em Banho-Maria a 50°C. Encheram-se 0s pogos com 0s insertos, com o auxilio de
uma espatula, colocando no primeiro e Ultimo poco o marcador de peso molecular
(NewEngland, Biolabs). Deve-se, por fim, empurrar bem os insertos dentro do poco para que
ndo formem bolhas nos pocos e depois selar os pogos com a agarose mantida em Banho-
Maria a 50°C.

6. Electroforese: colocou-se numa tina de electroforese em campo pulsado CHEF-DR
Il (BioRad), dois litros de tampao de electroforese com TBE 0,5x suplementado com tioureia
75uM. Relativamente as condicOes de electroforese, utilizou-se como gradiente de voltagem
6V/cm, manteve-se um pulso de 1 a 30 segundos, durante 23 horas a uma temperatura de

14°C e uma velocidade da bomba de refrigeracédo de 70.
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7. Coloracdo do gel e visualizacdo: desligaram-se as maquinas, retirou-se o gel e
colocou-se numa solugdo aquosa de 200mL de brometo de etidio (10uL/200mL) durante
cerca de 10 minutos, sempre em agitacdo. Realizaram-se entre trés e quatro lavagens com
agua miliQ, entre as quais o gel era visualizado no transiluminador ultravioleta. Apds as
lavagens necessérias, o gel foi visualizado e fotografado com o auxilio de um transiluminador
ultravioleta e de um captador de imagens. E importante a lavagem da tina de electroforese em
campo pulsado ap6s a sua utilizacdo com agua miliQ, fazendo a agua correr durante um

determinado periodo de tempo.

8. Anadlise dos padrdes de PFGE: os padrBes obtidos foram primeiro analisados e
classificados em indistinguiveis, aproximadamente relacionados, possivelmente relacionados
e ndo relacionados, consoante o numero de bandas diferentes entre os padrdes (Tenover et al.
1995). Posteriormente, a construcdo de dendrogramas e a comparagdo dos varios clones de
Escherichia coli foi realizada com o auxilio do software computacional, GelCompar (Applied
Math), baseado no coeficiente de semelhanca de Sgrensen-Dice.

3.6 Calculo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) para Seleccdo de Estirpes

Dadoras

Para desenvolver o protocolo de conjugacdo, foi necessario previamente realizar a
medicdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) a rifampicina, dos isolados seleccionados
com diferente padrdo de PFGE, diferente origem e diferente tipo de ESBL. O protocolo
utilizado para a avaliacdo da CMI dos isolados a rifampicina correspondeu a um processo
mOoroso e que requereu alguns cuidados especiais, tendo primeiro sido preparadas as placas
com meio de cultura Muller-Hinton com diferentes diluicdes e concentracdes de rifampicina,
e seguindo as directrizes CLSI (CLSI 2014):

1. Foram criadas sete diluicbes seriadas (1:2) de uma solucdo de rifampicina
(2mg/mL; 1mg/mL; 500pg/mL; 250pg/mL; 125pug/mL; 62,5pg/mL; 31,25ug/mL). Para
trabalhar com este antibidtico € necessario ter alguns cuidados, pois, para além de ser sensivel
a luz, deve-se fazer a sua diluicdo em metanol. Assim sendo, cada passo do protocolo que
implicasse o contacto com a rifampicina, foi realizado com a menor quantidade de luz

possivel.
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O primeiro passo foi a criagdo de uma solugdo stock com com concentragdo de
2mg/mL, para tal foram dissolvidos 6mg de rifampicina em p6 (Sigma Aldrich) no minimo
volume de metanol (cerca de 500uL), e depois completou-se o volume com agua destilada
esterilizada até perfazer 3mL de volume total, tudo isto num tubo falcon de pléstico.

2. De seguida, colocaram-se 1,5mL de &gua esterilizada em seis tubos falcon de
plastico. Com o auxilio de uma micropipeta, foram retirados 1,5mL da solugdo stock e foram
colocados no primeiro tubo falcon (que ficou com concentragdo de 1mg/mL), do primeiro
falcon foi retirado 1,5mL e foram colocados no segundo tubo falcon (que ficou com
concentracdo de 500ug/mL), e assim sucessivamente até ficarem sete tubos falcon com sete
diluigdes seriadas (1:2), todos devidamente identificados. O tubo falcon com a solugéo stock
de rifampicina, de cor alaranjada forte, foi revestido com papel de aluminio para evitar o

contacto com a luz.

3. Apos a preparacdo das diluicGes, foi preparado o meio de cultura Muller-Hinton
agar. Foram preparadas sete placas com aproximadamente 19mL de meio de cultura Muller-
Hinton as quais foi adicionado 1mL de cada diluicdo, com o auxilio de uma micropipeta.
Placas apenas com meio de cultura Muller-Hinton agar e sem antibiotico foram também
preparadas de forma a funcionarem como controlo de crescimento. Todas as placas foram
devidamente identificadas com a concentracdo de antibiotico, 100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL,
12ug/mL, 6pg/mL, 3ug/mL e 1,5ug/mL respectivamente. E importante referir que todas elas
foram revestidas com papel de aluminio, para evitar a degradacdo do antibidtico através do

contacto com a luz.

Com todas as dilui¢Ges seriadas de rifampicina preparadas em meio de cultura Muller-
Hinton, foi necessario passar a préxima fase, a inoculacao das placas preparadas previamente.
Esta fase requereu a utilizacdo de esquipamento especifico, que foi um inoculador maltiplo ou
replicador de Steers (Figura 14). Assim sendo, o processo de inoculacdo dos isolados

decorreu atravées dos seguintes passos:

1. Preparam-se dois conjuntos de tubos de ensaio com 3mL de solucdo salina
esterilizada (NaCl a 0,9%);

2. Semearam-se 0s isolados puros, preservados em meio de leite, em placas com meio

BHI-agar, devidamente identificadas, e incubaram-se durante 24 horas a 37°C numa estufa;
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3. Apds as 24 horas de incubacédo, foram repicadas duas a trés colonias para a primeira
série de tubos com 3mL de solucdo salina, com o auxilio de uma ansa, até se obter uma
turvacdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland (de 0,5 a 10) (McFarland 1907);

4. Transferiram-se 500uL da solugdo preparada no passo anterior, com o auxilio de
uma micropipeta, para a segunda série de tubos com 3mL de solucdo salina. Agitaram-se 0s

tubos vigorosamente no vortex para homogeneizar a solucéo;

5. Com o auxilio de uma micropipeta, transferiram-se 500uL de cada tubo da dltima
série de solucdo preparada, para cada pogo do aparelho de replicacdo maltipla de Steers
(Figura 14);

6. Comecando na placa com menor concentracdo de rifampicina e subindo na
concentracdo até a de maior concentragdo, foram inoculadas as amostras, pressionando as
agulhas do replicador de Steers primeiro nos pogos e depois nas placas. E importante
certificar que todas as agulhas entram em contacto com as placas, assim como inocular uma

placa controlo (sem rifampicina) antes e depois das placas com antibiotico;
7. As placas inoculadas foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 horas;

8. Apos as 24 horas de incubacéo, foi analisada a concentracdo minima inibitdria para
cada estirpe, que correspondeu a concentracdo mais baixa que inibia o crescimento
bacteriano.

Figura 14 Replicador de Steers ou inoculador mdltiplo, utilizado durante o protocolo para anélise da
concentracdo minima inibitoria (CMI)

A-local de colocacdo da placa com meio de cultura; B-agulhas de inoculacdo; C-pogos com as amostras a
inocular.

Esta experiéncia, juntamente com a electroforese em campo pulsado (PFGE), permitiu

fazer uma seleccdo mais reduzida, mas de igual interesse amostral, para realizar o protocolo
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de conjugacdo. Através de PFGE foi possivel detectar a semelhanca de alguns clones e reduzir
a amostragem e, através do estudo da CMI, foram seleccionados os isolados com maior
sensibilidade a rifampicina. Esta seleccdo foi realizada para eleger as estirpes dadoras para o
processo de conjugacao.

3.7 Transferéncia de Genes de Resisténcia Através de Conjugacao

A transferéncia de ADN entre células bacterianas pode ocorrer de trés formas
distintas: transformacdo, transducdo e conjugacdo. Esta dltima, utilizada durante o
desenvolvimento deste estudo, implica uma grande proximidade entre células bacterianas, até
que criem uma conexdo entre elas, chamada ponte citoplasmatica. Através dessa ligacéo,
ocorre transferéncia de material genético de uma célula dadora para uma células receptora.
Apos esta troca de material genético, ocorre crossing over entre sequéncias homologas do
ADN transferido e o ADN da células receptora. E ainda importante referir que, durante este
processo de conjugacao, a transferéncia de material genético ocorre unidireccionalmente, da

célula dadora para a célula receptora, sem troca reciproca (Pierce 2002).

Baseando-se neste conceito tedrico, desenvolveu-se um protocolo experimental para a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre estirpes bacterianas de Escherichia coli.
A conjugacdo bacteriana foi realizada em meio liquido com meio de cultura Luria Bertani
(LB). Primeiro, foi seleccionada uma estirpe receptora, que foi a Escherichia coli CSH26,
resistente a rifampicina, sem plasmideos e negativa relativamente a lactose. Depois, 0

seguinte protocolo foi aplicado:

1. Inocularam-se as estirpes seleccionadas como dadoras em tubos de ensaio com 5mL
de meio de cultura BHI liquido. A estirpe seleccionada como receptora foi inoculada num
pequeno baldo de Erlenmeyer com 20mL do mesmo meio de cultura. Ambos os indculos

foram incubados em estufa a 37°C durante 24 horas;

2. Apo0s as 24 horas de incubacdo, e com o auxilio de micropipeta, misturaram-se
250uL de cada estirpe dadora com 1mL de estirpe receptora em pequenos Erlenmeyers com

20mL de meio nutritivo Luria Bertani. Devidamente identificados, os baldes de Erlenmeyer
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com as misturas preparadas, foram incubados a 37°C, durante 24 horas em plataforma de

agitacao;

3. Posteriormente, cada mistura foi inoculada em trés placas distintas com meio de
agar MacConkey: uma suplementada com Rifsg (50pg/mL de rifampicina), uma suplementada
com CTXs (5ug/mL de cefotaxima) e uma suplementada com Rifso e CTXs (50ug/mL de
rifampicina + 5ug/mL de cefotaxima);

4. Por fim, as placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas e posteriormente foi
feita a anélise e contagem do transconjugantes.

Ao fazer a contagem dos transconjugantes (TC) seguiram-se as seguintes premissas:
na placa com agar MacConkey suplementada apenas com Rifsy SO deviam crescer as estirpes
receptoras e 0s TC; na placa suplementada apenas com CTXs sO deviam crescer as estirpes
dadoras e os TC; e nas placas suplementadas com ambos os antibioticos deviam crescer
apenas o0s transconjugantes. Os transconjugantes deveriam ser facilmente identificaveis pela
sua transparéncia, pois tém de ser negativos relativamente a fermentacéo da lactose (Lac’). A
contagem das coldnias bacterianas foi facilitada pela divisdo das placas com agar MacConkey

em quatro quadrantes.

3.8 Tipificacdo de Plasmideos Através de PCR (PBRT-“PCR-based replicon typing™)

Devido a importancia e as diferentes caracteristicas desta reaccdo de PCR, foi
necessario criar uma sub-divisdo apenas para ela. O facto de um dos objectivos principais
desta dissertacdo ser o estudo e diversidade dos plasmideos em Escherichia coli, requer que a

identificacdo dos mesmos através de PCR mereca um especial enfoque.

O protocolo utilizado para a identificacdo de plasmideos através de “PCR-based
replicon typing” (PBRT) foi descrito por Alessandra Carattoli em 2005 (Carattoli et al. 2005).
Este método implica a amplificacdo de replicbes da maioria dos grupos de incompatibilidade
(Inc) de plasmideos em Enterobactérias como Escherichia coli. O protocolo desenvolvido por
Carattoli consiste em cinco multiplex e trés reaccdes de PCR simples, tudo isto com o auxilio

de 18 pares de primers que permitem o reconhecimento dos replicdes. Em cada mini
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microtubo utilizado para a reac¢do de PCR foram inseridos 25uL de volume final, incluindo a
amostra de ADN e todos 0os componentes essenciais para uma reac¢do de PCR (Tabela 12).

Tabela 12 Volumes e concentragdes dos reagentes usados nas reacgles de PBRT (Adaptado de Vinué, 2010)

Concentragéo Volume
Componentes o
inicial (por tubo)

Primer forward 50uM 0,5uL
Primer reverse 50uM 0,5uL
BIOTAQ™ ADN polimerase (Bioline) 5U/uL 0,25uL
Tampéo de reacgdo NH,+ MgCl, (Bioline) 10x 2,5uL
dNTPs 10mM 0,5uL
ADN - 2uL
Agua miliQ esterilizada - Até perfazer 25uL

No caso das reacgdes de PCR multiplex, adicionaram-se trés pares de primers e
reduziu-se a quantidade de agua miliQ esterilizada. Em todas as reac¢fes de PCR foram
incluidos controlos positivos para cada grupo de incompatibilidade (HI1, HI2, 11, X, L/M, N,
FIA, FIB, W, Y, P, FIC, AIC, T, FllIs, Freg, K, B/O), gentilmente cedidos pela Universidade
de La Rioja (UR), e um controlo negativo, com agua miliQ esterilizada em substituicdo da
amostra de ADN. As tabelas seguidamente apresentadas mostram os primers utilizados para
cada reaccdo de PCR, bem como as condicdes de amplificacdo. As Tabelas 13, 14, 15, 16 e 17
sdo referentes as reaccGes de PCR multiplex, enquanto que a Tabela 18 diz respeito aos
primers e condicdes utilizadas nas reaccdes de PCR simples (Carattoli et al. 2005)

Tabela 13 Sequéncias nucleotidicas dos primers da PCR multiplex nimero 1 para o estudo de plasmideos e
respectivas condicdes de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers o ) Condigdes de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°=23) o
utilizados amplificacao
HI1 471 GGA GCG ATG GATTACTTCAGTAC 4C, 5. 1 ciclo
TGC CGT TTC ACCTCG TGA GTA 94°C. 1”
HI2 644 TTT CTC CTG AGT CACCTG TTAACAC ’ _
60°C, 30’ 30 ciclos
GGC TCACTACCGTTGTCATCCT
0, )
11 139 CGA AAG CCG GAC GGC AGA A 2, 1

0 > H
TCG TCG TTC CGC CAA GTT CGT 72°C,5’, 1 ciclo
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Tabela 14 Sequéncias nucleotidicas dos primers da PCR multiplex nimero 2 para o estudo de plasmideos e
respectivas condi¢des de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers o ] Condigdes de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°23°) L
utilizados amplificacédo
X 376 AAC CTT AGA GGC TAT TTAAGT TGCTGA T 94°C, 5°. 1 ciclo
TGAGAG TCAATT TTT ATCTCATGT TTT AGC 94°C. 1"
L/M 785 GGA TGA AAACTATCA GCATCT GAAG ’ .
60°C, 30 30 ciclos
CTG CAG GGG CGATTCTTT AGG
72°C, 1’
N 559 GTC TAA CGA GCT TAC CGA AG ’

GTT TCA ACT CTG CCA AGT TC 72°C, 5, L ciclo

Tabela 15 Sequéncias nucleotidicas dos primers da PCR multiplex nimero 3 para o estudo de plasmideos e
respectivas condicdes de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers o ] Condic0es de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (53°23) L
utilizados amplificacdo
FIA 462 CCATGC TGG TTC TAG AGA AGG TG 94°C. 5°. 1 ciclo
GTATAT CCT TACTGG CTT CCG CAG 94°C. 1’
FIB 702 GGA GTT CTG ACA CAC GAT TTT CTG ’ _
60°C, 30 30 ciclos
CTCCCG TCG CTT CAG GGC ATT
72°C, 1’
Y, 242 CCT AAG AAC AAC AAA GCC CCC G ’

GGT GCG CGG CAT AGA ACC GT 72°C, 57, L ciclo

Tabela 16 Sequéncias nucleotidicas dos primers da PCR multiplex nimero 4 para o estudo de plasmideos e
respectivas condicdes de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers o ) Condigdes de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°=23) o
utilizados amplificacéo
Y 765 AATTCA AACAACACT GTGCAGCCTG C. 5 1 ciclo
GCG AGA ATG GAC GATTAC AAAACTTT 94°C. 1’
P 534 CTA TGG CCC TGC AAA CGC GCC AGA AA ’ _
60°C, 30 30 ciclos
TCA CGC GCC AGG GCG CAG CC
72°C, 1’
FIC 262 GTG AAC TGG CAG ATG AGG AAG G C

TTC TCC TCG TCG CCA AAC TAG AT 72°C, 5°, 1 ciclo
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Tabela 17 Sequéncias nucleotidicas dos primers da PCR multiplex nimero 5 para o estudo de plasmideos e
respectivas condi¢des de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers o ] Condigdes de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°23°) L
utilizados amplificacédo
AIC 465 GAG AAC CAA AGA CAA AGA CCT GGA 94°C, 5°. 1 ciclo
ACG ACA AAC CTG AAT TGCCTCCTT 94°C. 1"
T 750 TTGGCC TGT TTG TGC CTA AAC CAT ’ .
60°C, 30 30 ciclos
CGTTGATTACAC TTAGCT TTG GAC
72°C, 1’
Flls 270 CTG TCG TAA GCT GAT GGC ’

CTC TGC CAC AAA CTT CAG C 72°C, 5, 1 ciclo

Tabela 18 Sequéncias nucleotidicas dos primers das trés reaccdes de PCR simples para o estudo de plasmideos e
respectivas condicdes de amplificacdo (Adaptado de Carattoli et al., 2005)

Primers ) ] Condigoes de
. Produto de PCR (pb) Sequéncia dos primers (5°23) L
utilizados amplificacdo

B/O 159 GCG GTC CGG AAAGCCAGAAAAC  94°C, 5°, 1 ciclo

TCT GCG TTC CGC CAA GTT CGA 94°C, 1’

K 160 GCG GTC CGG AAA GCC AGAAAAC  60°C, 30”” = 30 ciclos
TCT TTC ACG AGC CCG CCA AA 72°C, I
72°C, 5°, 1 ciclo
Freps 270 TGATCG TTT AAG GAATTT TG 94°C, 5°, 1 ciclo
GAA GAT CAG TCA CAC CAT CC 94°C, 1°

52°C, 30> 30 ciclos
72°C, 1’
72°C, 5°, 1 ciclo
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Capitulo 4 — Resultados

4.1 Seleccéo dos Isolados [primeira fase]

A primeira fase do estudo consistiu na seleccdo dos isolados a utlizar. Inicialmente foi
proposta a analise de 53 isolados de Escherichia coli de sete estudos diferentes (Costa et al.
2006; Goncalves et al. 2012a; Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009; Radhouani et al.
2013a; Silva et al. 2011; Sousa et al. 2011) (Figura 15).

m Lobo Ibérico - Gongalves et al. 2012

m Dourada - Sousa et al. 2011

m Lince Ibérico - Gongalves et al. 2012

m Javali - Poeta et al. 2009

m Raposa Vermelha - Radhouani et al. 2013
= Aves Acores - Silva et al. 2011

= Animais diversos - Costa et al. 2006

Figura 15 Divisdo dos 53 isolados por nimero (%), espécie de animal e por estudo

A seleccdo de isolados foi novamente testada relativamente a susceptibilidade aos
antibioticos e ao fenotipo produtor de B-lactamases de largo espectro, para verificar se
mantinham o seu fendtipo de resisténcia previamente identificado. Assim sendo, nas tabelas
seguintes estdo descritos os fenotipos de resisténcia dos 53 isolados de Escherichia coli
produtoras de B-lactamases de largo espectro incluidas inicialmente neste estudo, divididas

pelos estudos de origem.
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Tabela 19 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de B-lactamases de largo espectro
provenientes de diferentes espécies de animais selvagens incluidas neste estudo (Adaptado de Costa et al., 2006)

Isolado Animal Origem Fendtipo de resisténcia® B-lactamases detectadas
C1417 Veado Portugal SXT' TEM-52

C1418 Veado Portugal Susceptivel TEM-52

C1419 Coruja Portugal Susceptivel TEM-52

C1420 Avederapina  Portugal NA; TE CTX-M-14 + TEM-52
C1421 Raposa Portugal ST; NA; CI; TE CTX-M-14 + TEM-1
C1422  Avederapina  Portugal ST; SXT; NA; CI; TE; GE CTX-M-14 + TEM-1
C1423  Avederapina  Portugal ST; SXT; NA; TE CTX-M-14 + TEMP
C1425 Avederapina  Portugal ST; SXT; NA; TE; GE; TB SHV-12

&NA, 4cido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,
gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol

PDurante o estudo a reaccdo de PCR determinou mais do um gene blargy neste isolado

Tabela 20 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de p-lactamases de largo espectro
provenientes de javalis selvagens incluidas neste estudo (Adaptado de Poeta et al., 2009)

Isolado Animal Origem  Fendtipo de resisténcia®  p-lactamases detectadas
C1732 Javali Portugal SXT; NA; TE; ST CTX-M-1 + TEM-1-b
(Sus scrofa scrofa L.)
C1733 Javali Portugal SXT CTX-M-1
(Sus scrofa scrofa L.)
C1734 Javali Portugal SXT; NA; ST, CHL CTX-M-1
(Sus scrofa scrofa L.)
C1735 Javali Portugal SXT CTX-M-1
(Sus scrofa scrofa L.)
C1737 Javali Portugal SXT; NA CTX-M-1
(Sus scrofa scrofa L.)
C1738 Javali Portugal SXT; NA; CI; TE CTX-M-1 + TEM-1-b
(Sus scrofa scrofa L.)
C1739 Javali Portugal SXT; TE CTX-M-1

(Sus scrofa scrofa L.)

C1740 Javali Portugal SXT; NA; CI; TE CTX-M-1

(Sus scrofa scrofa L.)

NA, éacido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,

a

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol
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Tabela 21 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de B-lactamases de largo espectro
provenientes de douradas incluidas neste estudo (Adaptado de Sousa et al., 2011)

Isolado Animal Origem Fenotipo de resisténcia®  p-lactamases detectadas

C2509 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL TEM-52
(Sparus Aurata)

C2510 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL TEM-52
(Sparus Aurata)

C2511 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2512 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2513 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2514 Dourada Portugal SXT; TE; ST; CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2515 Dourada Portugal SXT; ST; CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2516 Dourada Portugal CHL SHV-12
(Sparus Aurata)

C2517 Dourada Portugal Susceptivel TEM-52
(Sparus Aurata)

C2518 Dourada Portugal Susceptivel TEM-52
(Sparus Aurata)

% NA, é4cido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol

Tabela 22 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de p-lactamases de largo espectro
provenientes de aves dos Acores incluidas neste estudo (Adaptado de Silva et al., 2011)

Isolado Animal Origem Fendtipo de resisténcia® B-lactamases detectadas

C6831  AVesAcores  portygal TE CTX-M-14 + SHV-12
(Sylvia atricapilla)

C6832 Aves Agores Portugal TE CTX-M-14 + SHV-12

(Sylvia atricapilla)
NA, éacido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,

a

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol
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Tabela 23 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de B-lactamases de largo espectro
provenientes de lobo ibérico incluidas neste estudo (Adaptado de Goncalves et al., 2012b)

Isolado Animal Origem Fendtipo de resisténcia® B-lactamases detectadas

C3061  Lobolbérico  Pportugal TE; NA CTX-M-1
(Canis Lupus signatus)

C3063  Lobolbérico  Pportugal ST; TE CTX-M-1
(Canis Lupus signatus)

C3064 Lobo Ibérico Portugal Susceptivel CTX-M-1
(Canis Lupus signatus)

C3065  Lobolbérico  Pportugal SXT; TE; ST; CHL; GE; TB CTX-M-1
(Canis Lupus signatus)

C3066  Lobolbérico  Pportugal TE CTX-M-14-a
(Canis Lupus signatus)

C3067  Lobolbérico  portygal TE; NA; Cl CTX-M-14-a + TEM-1-b
(Canis Lupus signatus)

C3068  Lobolbérico  Pportugal ST; SXT; TE; NA CTX-M-14-a + TEM-1-b
(Canis Lupus signatus)

C3069  Lobolbérico  Pportugal ST; TE; NA CTX-M-14-a
(Canis Lupus signatus)

C3070  Lobolbérico  Pportugal ST; TE; CI; NA CTX-M-14-b
(Canis Lupus signatus)

C3071  Lobolbérico  Pportugal ST; SXT; TE; CI; NA; CHL CTX-M-14-b + TEM-1-b
(Canis Lupus signatus)

C3072  Lobolbérico  Pportugal ST; TE; NA; CHL SHV-12
(Canis Lupus signatus)

C3073  Lobolbérico  portugal TE SHV-12 + TEM-1-b
(Canis Lupus signatus)

C3074 Lobo Ibérico Portugal TE SHV-12 + TEM-1-b
(Canis Lupus signatus)

C3075 Lobo Ibérico Portugal Susceptivel TEM-52

(Canis Lupus signatus)

a

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol

NA, é&cido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,

Tabela 24 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de p-lactamases de largo espectro
provenientes de raposa vermelha incluidas neste estudo (Adaptado de Radhouani et al., 2013a)

Isolado Animal Origem Fendtipo de resisténcia® B-lactamases detectadas

C5478 RaposaVermelha  portygal ST; SXT; TE; NA; CI; CHL TEM-1-b + SHV-12
(Vulpes vulpes)

C5482 Raposa Vermelha  portygal ST; SXT; TE; NA; CI; CHL TEM-1-b + SHV-12

(Vulpes vulpes)

a

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol
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Tabela 25 Fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli produtores de B-lactamases de largo espectro
provenientes de lince Ibérico incluidas neste estudo (Adaptado de Goncalves et al., 2012a)

Isolado Animal Origem Fenotipo de resisténcia®  B-lactamases detectadas
C3076  Lincelbérico  Espanha ST; TE CTX-M-14-a + TEM-1-b
(Lynx pardinus)
C3077  Lincelbérico  Espanha ST; TE CTX-M-14-a
(Lynx pardinus)
C3078  Lincelbérico  Egpanha ST; TE CTX-M-14-a
(Lynx pardinus)
C3079  Lincelbérico  Espanha ST; TE; NA; CI CTX-M-14-a
(Lynx pardinus)
C3080  Lincelbérico  Espanha ST; TE; NA; CI CTX-M-14-a
(Lynx pardinus)
C3081  Lincelbérico  Espanha ST; SXT; TE; NA; Cl CTX-M-14-a + TEM-1-b
(Lynx pardinus)
C3082  Lincelbérico  Egpanha  ST; SXT; TE; NA; CI; CHL TEM-1-b + SHV-12
(Lynx pardinus)
C3084  Lincelbérico  Espanha ST; SXT; NA SHV-12
(Lynx pardinus)
C3085  Lincelbérico  Espanha ST; SXT; NA SHV-12

(Lynx pardinus)
NA, 4cido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE,

a

gentamicina; ClI, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol

4.1.1 Caracterizacao genotipica

De forma a avaliar o grau de patogenicidade dos isolados em estudo e para
homogeneizar o perfil genético das 53 estirpes em estudo, foi necessario fazer a determinacéo
do grupo filogenético (Costa et al. 2006), das quais ndo existia este registo (Tabela 26). A
determinacdo dos grupos filogenéticos possui um papel fundamental na compreensdo da
evolucdo e disseminacdo das multirresisténcias aos antibioticos. Os grupos A e Bl estdo
geralmente associados a estirpes comensais que ndo provocam infec¢bes extraintestinais,

enquanto os grupos B2 e D tém maior probabilidade de ocorréncia em casos clinicos.

O estudo dos grupos filogenéticos implicou a realizacdo de trés reaccdes de PCR com
trés pares distintos de primers (chuA, yjaA, tspE4.C2). Dependendo da presenca ou auséncia
destes genes, os oito isolados sem grupo filogenético foram identificados e divididos pelos
grupos A (um isolado), B1 (seis isolados) e D (um isolado), como é possivel verificar na
Tabela 26.
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Tabela 26 Determinagdo do grupo filogenético dos oito isolados de Escherichia coli do estudo “Detection of
Escherichia coli harbouring extended-spectrum B-lactamases of the CTX-M, TEM and SHV classes in faecal
samples of wild animals in Portugal” (Adaptado de Costa et al., 2006)

Isolado chuA yjaA tspE4.C2 Grupo Filogenético
C1417 - - + B1

C1418 - - + B1

C1419 - - + B1

C1420 - - + B1

C1421 + - +

C1422 - - - A

C1423 - - + B1

C1425 - - + B1

Com o grupo filogenético de todos os isolados definido, foi possivel separa-las por trés
grupos distintos: 23 isolados identificados com o grupo filogenético A, 20 isolados do grupo
filogenético B1 e 10 isolados pertencentes ao grupo filogenético D (Figura 16), num total de
53 estirpes em estudo.

® Grupo Filogenético A
m Grupo Filogenético B1
= Grupo Filogenético D

Figura 16 NUmero de isolados (%) por grupo filogenético
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4.2 Electroforese em Campo Pulsado (PFGE) [segunda fase]

Através da andlise por electroforese em campo pulsado (PFGE) dos 53 isolados de
Escherichia coli produtores de ESBL foi possivel detectar padrdes semelhantes entre os
varios clones, assim como fazer uma selec¢do mais reduzida dos isolados a estudar. Foram
realizados trés géis devido ao elevado numero de amostras e a reduzida capacidade de cada
gel (18 insertos por gel). A andlise foi realizada com alguma dificuldade devido aos isolados
estarem separadas por trés géis. Inicialmente os padrdes obtido foram analisados consoante o
ndmero de bandas diferentes entre eles, segundo as normas criadas por Fred Tenover
(Tenover et al. 1995). Colocando em préatica esta analise foi possivel identificar e classificar
alguns padrbes como indistinguiveis e reduzir o namero de estirpes em estudo para 44. Nas
trés tabelas seguintes é visivel a analise de padrdes realizada em cada um dos géis de PFGE
(Tabela 27, Tabela 28 e Tabela 29), os padrées iguais foram marcados com letras iguais e 0s
isolados marcados a vermelho foram entéo retirados, para reduzir a seleccdo de isolados em

estudo.

ApoOs a andlise visual, foi construido um dendrograma para comparacdo dos 44
isolados de Escherichia coli que se mativeram em estudo. Com o auxilio de um software
informatico, denominado de GelCompar (Applied Math), que se baseia no coeficiente de
semelhanca de Dice, foi construido o dendrograma que é possivel visualizar na Figura 17.
Apesar da semelhanca clonal dos isolados C1733 e C1737, decidiu-se manter ambos em

estudo, devido ao seu grupo filogenético e a sua possivel patogenicidade.

Assim sendo, as tabelas foram realizadas apds uma anélise visual de todos os isolados,
separados cada um pelo seu gel, enquanto o dendrograma foi realizado ap6s uma analise
computacional. E possivel observar no dendrograma alguns isolados que sdo bastante
semelhantes, mas que pelo facto se encontrarem em géis de electroforese distintos e pelo
acrescento do olho humano, ndo foi possivel detectar. Podemos observar duas maneiras
distintas de analise de padrdes de electroforese em campos pulsados nas tabelas e figura que
sdo apresentadas nas paginas seguintes. Este tipo de electroforese foi de grande auxilio nesta
segunda fase de seleccdo e reducdo do numero de isolados, pois facilmente foram detectados

clones bacterianos da mesma estirpe de Escherichia coli produtora de ESBL.
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Tabela 27 Anéalise dos padrdes de PFGE obtidos do primeiro gel de electroforese em campo pulsado

Isolado c1421 1733 C1737 C1740 (C3065 C3068 C3069 (C3071 C3080 C3085 Cl1417 C1418 CI1419 C1420 C1423 Cl425 C1734 C1735

Poco 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Padrio o B B1L ¢ D E F G H 1 J K L M N O P Q
PFGE

Tabela 28 Analise dos padrdes de PFGE obtidos do segundo gel de electroforese em campo pulsado

Isolado ci738 c2509

Poco 2 3

C3061 (C3063 (C3067 (C3070 (C3074 C3079 C3081 C3082 C3084 Cl422 C1732 C1739 C2511
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Padrdo p B
PFGE

C D E F G G H | J K L M N

Tabela 29 Anélise dos padrdes de PFGE obtidos do terceiro gel de electroforese em campo pulsado

|SO Iado C2514 C2515 C2517 C3064 C3066 C3072 C3073 C3076
Poco 2 3 5 7 8 9 10
Padrao A B C D E F G

PFGE
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Figura 17 Dendrograma com os 44 isolados seleccionados apds analise dos padrdes de electroforese em campos pulsados
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4.3 Tipificacdo de Sequéncia Multilocus (MLST, “multilocus sequence typing”) e Selec¢do
de Estirpes [terceira fase]

De forma a fazer uma seleccdo mais criteriosa e abrangente e, a0 mesmo tempo,

reduzir o nimero de isolados em estudo, foram definidos trés parametros de seleccéo:
a) Os padroes de restricdo determinados por electroforese em campo pulsado (PFGE);
b) A origem da amostra, em termos de espécie de proveniéncia; e
c) O tipo de beta-lactamase de espectro largo.

Assim sendo, ap6s fazer a analise aos 44 isolados previamente seleccionados, foi
possivel reduzir a populacdo em estudo para 29 isolados de Escherichia coli produtoras de
ESBL. Com os 29 isolados seleccionados foi possivel construir um dendrograma (Figura 18)
onde sdo visiveis e analisaveis as relacdes clonais através dos padrdes de restricdo obtidos por
electroforese em campo pulsado (PFGE).

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
pfge

C2515
C1422
C3065
C6831
C3064
C1733
C1737
C1740
C3061 B1
C2517 A
C2509 B1
C1732 A
C3074 B1
C3066 A
C3079 B1
C3085 D
C3080 D
C1425 B1
C3072 A
Cc1419 B1
C5478 A
c1417  B1
C3077 A
C1735 B1
C1420 B1
Cc1421 D
C3082 B1
C3067 B1
C3068 D

O oo >»>» 0> >

Figura 18 Dendrograma com os 29 isolados seleccionados apds analise dos padrdes de electroforese em campo
pulsado, os diferentes tipos de ESBL e a sua espécie de origem

86



Resultados | Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL

Apesar da semelhanga clonal dos isolados C1733 e C1737, decidiu-se manter ambos
em estudo devido ao seu grupo filogenético e a sua possivel patogenicidade. Foi possivel
dividir esta seleccdo de isolados por trés grupos filogenéticos, de forma equitativa, 8 isolados
do grupo D, 11 isolados do grupo B1 e 10 isolados do grupo A (Figura 19).

4 -
m | obo Ibérico

3 A m Raposa Vermelha
= Aves Agores
m Ave de Rapina

2 - ® Dourada

m Raposa
Javali
1 - Coruja
Veado
Lince Ibérico
0 - r

Grupo Filogenético D Grupo Filogenético B1 ~ Grupo Filogenético A

Figura 19 Divisdo dos 29 isolados seleccionados, por grupo filogenético e por espécie de origem

Obtivemos assim uma seleccdo de 29 isolados de Escherichia coli produtores de
ESBL (Tabela 10). Uma seleccdo diversificada, com todas as espécies de origem, com
distintos tipos de B-lactamases produzidas, das familias CTX-M, TEM e SHV. Esta reducéo
no numero de isolados e a selec¢do segundo critérios definidos foi realizada com o proposito
de possuir um conjunto menos numeroso de isolados, mas mesmo assim representativo do
conjunto de partida. Partindo deste conjunto variado de 29 isolados, foi possivel, de forma

mais simples e célere, eleger os dadores para a proxima fase de conjugacéo.

Assim sendo, e como € visivel na Tabela 30, entre os 29 isolados seleccionados é
possivel encontrar todas as nove espécies em estudo desde o inicio (lobo Ibérico, lince
Ibérico, dourada, javali, raposa, aves dos Acores, veado, coruja e aves de rapina), com dez
combinacdes diferentes de genes que produzem resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos
(blactx-m1, blaspvaz, blatemsz, blacTx-misa,  blactxmatblarem1s, blacTx-maatblarem,

blacTx-m-14-atblarem-1-, blacTx-m-14+blatem-s2, blacTx-m-14+blasky-12, blasqv-12+blarem-1-0).

87



Resultados | Diversidade e estudo de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL

O conjunto selecionado, com distintos padrdes de PFGE, foi dividido pelo respectivo

grupo filogenético, permitindo fazer uma separacgéo pelo grau de possivel patogenicidade.

Tabela 30 Conjunto de 29 isolados seleccionados na terceira fase, de acordo com o padrdo de restrigdo por
PFGE, a espécie de origem e o tipo de ESBL

Grupo Filogenético D

Grupo Filogenético B1

Grupo Filogenético A

Isolado  Origem p-lactamases Isolado  Origem B-lactamases Isolado  Origem B-lactamases
Cl1421 Raposa CTX-M-14+TEM-1 Cl1417 Veado TEM-52 C1422 Ave Rapina CTX-M-14+TEM-1
C1733 Javali CTX-M-1 C1419 Coruja TEM-52 C1732 Javali CTX-M-1+TEM-1-b
C1737 Javali CTX-M-1 C1420 AveRapina  CTX-M-14+TEM-52  C2515 Dourada SHV-12
C1740 Javali CTX-M-1 C1425 Ave Rapina SHV-12 C2517 Dourada TEM-52
C3065  Lobo Ibérico CTX-M-1 C1735 Javali CTX-M-1 C3064  Lobo Ibérico CTX-M-1
C3068  Lobo Ibérico  CTX-M-14-a+TEM-1-b ~ C2509 Dourada TEM-52 C3066  Lobo Ibérico CTX-M-14-a
C3080  Lince Ibérico CTX-M-14-a C3061  Lobo Ibérico CTX-M-1 C3072  Lobo Ibérico SHV-12
C3085 Lince Ibérico SHV-12 C3067  Lobolbérico  CcTX-M-14-a+TEM-1-b ~ C3077  Lince Ibérico CTX-M-14-a
C3074  Lobo Ibérico SHV-12+TEM-1-b C5478  Raposa Ver. SHV-12+TEM-1-b
C3079  Lince Ibérico CTX-M-14-a C6831  Ave Acores CTX-M-14+SHV-12
C3082  Lince Ibérico SHV-12+TEM-1-b

A patogenicidade e os fendtipos altamente virulentos associados as estirpes atribuidas

ao grupo filogenético D, levou a necessidade de realizar uma caracterizacdo mais
pormenorizada destes isolados. Os oito isolados designados com o grupo filogenético D,
previamente seleccionados, foram assim analisados através de MLST de forma a identificar as
sequéncias tipo (ST) e os complexos clonais. Para tal foi necessario analisar sete genes
housekeeping (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA), que, dependendo da correspondéncia
com sequéncias de referéncia e do seu valor, permitiu obter um namero identificativo da

sequéncia tipo (ST) dos isolados.

Entre os oito isolados de Escherichia coli analisados, todos pertencentes ao grupo
filogenético D, foram detectados quatro STs distintos (Tabela 31) através da base de dados
MLST da de

(mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). Mais especificamente, a quatro isolados foi atribuido o

Database Universidade Warwick  (Coventry, Inglaterra)

ST117, dois isolados foram identificados como pertencentes ao ST115, um isolado

identificado com o0 ST2001 e um isolado atribuido ao ST69 com o complexo clonal ST69.
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Tabela 31 Analise das sequéncias tipo dos 8 isolados do grupo filogenético D através de MLST

Isolado Origem adk fumC gyrB icd mdh  purA  recA ST Complexo Clonal

C1421 Raposa 20 45 41 43 5 32 2 ST117
C1733 Javali 4 26 39 25 5 31 19 ST115
C1737 Javali 4 26 39 25 5 31 19 ST115
C1740 Javali 20 45 41 43 5 32 2 ST117
C3065  Lobho Ibérico 21 35 27 6 5 5 4 ST69 ST69 cplx
C3068  Lobo Ibérico 200 3 17 6 45 5 191 ST2001
C3080  Lince Ibérico 20 45 41 43 5 32 2 ST117
C3085  Lince Ibérico 20 45 41 43 5 32 2 ST117

4.4 Diversidade de Plasmideos em Estirpes de Escherichia coli Produtoras de ESBL

[quarta fase]

A quarta e Ultima fase deste projecto pode ser ramificada em trés sub-fases distintas,
todas com o objectivo final de estudar a diversidade de plasmideos em estirpes de Escherichia

coli produtoras de ESBL.

A primeira sub-fase foi desenvolvida com o proposito de seleccionar as estirpes mais
sensiveis a rifampicina para serem utilizadas como estirpes dadoras no processo de
conjugacédo, e para tal foi realizada a medicdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) dos
29 isolados previamente seleccionados. A segunda consistiu na experiéncia de conjugacédo
bacteriana, através da qual foi possivel ocorrer a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia entre as estirpes de Escherichia coli seleccionadas como dadoras e a estirpe
receptora. A terceira e Ultima de todo o estudo consistiu na caracterizacdo fenotipica da
resisténcia aos antibioticos das estirpes transconjugantes e no estudo dos grupos de
incompatibilidade (Inc) dos plasmideos dos isolados, tanto das estirpes dadoras como das

estirpes transconjugantes.

O protocolo utilizado para a identificagdo dos plasmideos através de “PCR-based
replicon typing” (PBRT) permitiu de seguida realizar uma analise comparativa dos replicdes
presentes nas estirpes dadoras e nas estirpes transconjugantes. Esta analise comparativa foi

também realizada relativamente aos fendtipos de resisténcia aos antibioticos, incluindo,
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obviamente, os antibioticos beta-lactdmicos que caracterizam todas as estirpes de Escherichia
coli seleccionadas para a realizacdo deste estudo. Assim sendo, de seguida serdo apresentados
os resultados das trés sub-fases da Ultima fase do estudo.

4.4.1 Seleccdo de estirpes dadoras através da concentracdo minima inibitéria (CMI)

Para eleger as estirpes dadoras para o protocolo de conjugacéo foi realizado a medicéo
da concentracdo minima inibitéria (CMI) a rifampicina dos 29 isolados previamente
seleccionados. Todos os isolados foram testados em sete concentracGes distintas de
rifampicina (100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL, 12pg/mL, 6ug/mL, 3ug/mL e 1,5ug/mL)
(Tabela 32).

Tabela 32 Medic¢do da CMI dos 29 isolados seleccionados na fase anterior

Grupo Filogenético D Grupo Filogenético B1 Grupo Filogenético A
Isolado CMI (pg/mL) Isolado CMI (ng/mL) Isolado CMI (ng/mL)
C1421 25 C1417 12 C1422 25
C1733 6 C1419 25 C1732 12
C1737 12 C1420 25 C2515 12
C1740 12 C1425 25 C2517 25
C3065 25 C1735 12 C3064 12
C3068 25 C2509 25 C3066 12
C3080 6 C3061 12 C3072 25
C3085 6 C3067 12 C3077 25

C3074 25 C5478 6
C3079 25 C6831 25
C3082 25

Apos o protocolo de CMI, dado que todas as estirpes apresentaram valores baixos, 0
que representa maior sensibilidade a rifampicina, todos eles foram seleccionados para
funcionarem como estirpes dadoras para o protocolo de conjugacdo. Desta selec¢do de
dadores, em 15 isolados foi identificada uma CMI de 25ug/mL (51.7%), em 10 foi observada
uma CMI de 12ug/mL (34.5%) e em 4, uma CMI de 6pg/mL (13.8%) (Tabela 32). Entre estes
29 isolados com trés CMIs distintas foram ainda detectadas 10 combinacdes distintas de

genes produtores de resisténcia a antibioticos beta-lactdmicos (blactx-m-1, blaspv-12, blarem-ss,
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blactx-m-14-a, blactx-m-1tblatemas, blactx-m-aatblatem1, blactx-m-14-atblarema, blacTx-wm-
1atblartem-sz, blactx-m-14+blasyv-12, blaspyv-12+blarem-1-5) (Figura 20). Esta amostragem final de
29 estirpes dadoras é bastante representativa do grupo de isolados inicial, com os trés grupos
filogenéticos (A, B1 e D), com as nove espécies distintas de animal de origem (Lobo ibérico,
Lince Ibérico, Javali, Dourada, Raposa, Veado, Coruja, Ave de Rapina, Ave dos Acores) e
com as principais familias de genes codificadores de B-lactamases (CTX-M, TEM e SHV),
sendo portanto um bom ponto de partida para o protocolo de transferéncia de material
genético através de conjugacao.

g -
7 |
u CTX-M-1
6 - mSHV-12
u TEM-52
> u CTX-M-14-a
4 - ® CTX-M-14-a+TEM-1-b
u CTX-M-14+TEM-1
3 7 # CTX-M-1+TEM-1-b
, # CTX-M-14+TEM-52
CTX-M-14+SHV-12
1 - w SHV-12+TEM-1-b
0 -

Genes beta-lactamicos detectados

Figura 20 Namero de isolados com distintas combinag¢des de genes codificadores de B-lactamases entre os 29
isolados seleccionados para estirpes dadoras

4.4.2 Estirpes transconjugantes obtidas apds o protocolo de conjugacao

De forma a estudar a localizagdo cromossomica ou plasmidica dos genes de
resisténcia, procedeu-se a transferéncia horizontal de material genético entre bactérias atraves
de conjugacdo e apds a confirmacao da transferéncia através de plasmideos, foi aprofundado o

estudo da sua diversidade.
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As 29 estirpes dadoras foram colocadas, cada uma, em contacto com uma estirpe
receptora de Escherichia coli (CSH26) com caracteristicas bem definidas, como a resisténcia
a rifampicina, a auséncia de plasmideos e a negatividade relativamente a lactose. Através
deste contacto ocorreu a transferéncia de material genético de forma unidireccional, das
estirpes dadoras para a estirpe receptora. Apos este processo foi realizada a contagem dos
transconjugantes (TC) em placas de agar MacConkey suplementadas com rifampicina e

cefotaxima.

Assim sendo, apds o processo de conjugacdo foram obtidas 21 estirpes
transconjugantes (Tabela 33). Através de diferentes valores de contagem, foram identificadas
a auséncia ou presenca de transconjugantes. Como € visivel na Tabela 33, dos 29 isolados
utilizados como estirpes dadoras, 21 (72.4%) conseguiram com sucesso formar estirpes
transconjugantes, e assim o0s oito isolados marcados a vermelho (27.6%) foram retirados da
seleccdo de isolados para a proxima etapa.

Tabela 33 Contagem das colonias transconjugantes em placas de agar MacConkey suplementadas com
rifampicina e cefotaxima e nimero de identificacdo dos novos isolados transconjugantes

Grupo Filogenético D Grupo Filogenético B1 Grupo Filogenético A
Isolado Dador ~ Contagem TC  Estirpe TC  Isolado Dador ~Contagem TC  Estirpe TC  Isolado Dador ~ Contagem TC  Estirpe TC
(Rifs+*CTXs) (Rifsp+CTXs) (Rifsp+CTXs)

C1421 0 -- C1417 ~300 C7460 C1422 0 --

C1733 ~672 C7455 C1419 ~1500 C7470 C1732 0 -

C1737 ~28 C7457 C1420 0 -- C2515 >5000 C7473

C1740 =282 C7458 C1425 =2000 C7471 C2517 >5000 C7474

C3065 >5000 C7462 C1735 >5000 C7456 C3064 =300 C7461

C3068 >5000 C7464 C2509 >5000 C7472 C3066 ~1200 C7463

C3080 0 -- C3061 ~248 C7459 C3072 >5000 C7475

C3085 ~30 C7467 C3067 0 -- C3077 ~29 C7465
C3074 0 -- C5478 =8 C7468
C3079 ~1200 C7466 C6831 >5000 C7469
C3082 0 --

As 21 estirpes transconjugantes criadas foram entdo seleccionadas e isoladas para uma
posterior caracterizacdo do seu fendtipo de resisténcia aos antibidticos e realizacdo do estudo

e analise dos plasmideos, tanto dos transconjugantes como das estirpes dadoras.
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4.4.3 Caracterizacdo fenotipica e plasmidica das estirpes transconjugantes obtidas

Concluido este estudo, a analise da diversidade plasmidica foi realizada a 21 estirpes
dadoras e a 21 estirpes transconjugantes. Nesta seleccdo de isolados estdo presentes as nove
espécies de animais selvagens com que o estudo foi iniciado (nimero de isolados): lobo
ibérico (6), javali (4), lince Ibérico (3), dourada (3), raposa (1), veado (1), coruja (1), ave de
rapina (1), ave do arquipélago dos Acores (1) (Figura 21), divididas por trés grupos
filogenéticos (A, B1 e D) e com sete combinaces diferentes de genes codificadores de beta-
lactamases (blactx-m-1, blaskv-12, blaremsz, blactx-m-14-a, blacTx-m-14-a+blatem-16, blacTx-m-

14*blasHy-12, blaspv.12tblatem.1-0) (Tabela 34).

m Lobo Ibérico

m Lince Ibérico

m Javali

m Dourada

= Raposa

= Veado
Coruja
Aves de Rapina
Aves Agores

Figura 21 Divisdo dos 21 isolados finais por animal de origem

Relativamente a analise dos perfis plasmidicos dos dadores, foi observada uma vasta
combinacdo de replicbes. Num total de 20 combinac@es distintas identificadas, os replicbes
mais observados nas estirpes dadoras foram: IncK em 17 isolados, Incll em 14 isolados e
IncFIB em 12 isolados (Tabela 34 e Figura 22). No caso das estirpes dadoras, os perfis

fenotipicos de resisténcia ja tinham sido previamente registados.

Em relacdo aos transconjugantes obtidos, o fenotipo de resisténcia aos antibidticos
beta-lactamicos foi observado em todas as estirpes (100%). Relativamente aos fendtipos de
resisténcia a outros antibioticos, nas 21 estirpes transconjugantes obtidas, foram observados

cinco fenotipos distintos de resisténcia (Tabela 34).
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Tabela 34 Comparacao das estirpes de Escherichia coli produtoras de beta-lactamases utilizadas como dadoras e as estirpes transconjugantes (TC) (a vermelho) obtidos
através de conjugacéo

g;gg?g Origem FiIoGgreL:%c:i co Genes B-lactamases Fe;)r;c;g_plg c?g r;?g'osstae B‘:g ;::o Plasmideos Dadores
C1733 Javali D CTX-M-1 ST; SXT 11, FIB, T, FrepB, B/O
C1735 Javali Bl CTX-M-1 SXT 11, FIB, FrepB, K
C1737 Javali D CTX-M-1 NA:; SXT 11, FIB, T, FrepB, K, B/O
C1740 Javali D CTX-M-1 NA; TE; SXT; CI 11, FIB, P, FrepB, K, B/O
Cc3061 Lobo Ibérico Bl CTX-M-1 NA: TE 11, FIB, K
C1417  Veado Bl TEM-52 Susceptivel FIB, K

C3064 Lobo Ibérico A CTX-M-1 Susceptivel N, K

C3065 Lobo Ibérico D CTX-M-1 TE; ST; SXT; CHL; GE; TB N, FIA, FIB, P, FrepB
Cc3066 Lobo Ibérico A CTX-M-14-a TE W, K, B/O
C3068 Lobo Ibérico D CTX-M-14-ay TEM-1-b NA:; TE; ST: SXT I1,P, T

Cc3077 Lince Ibérico A CTX-M-14-a TE; ST 11, FIB, K, B/O
Cc3079 Lince Ibérico B1 CTX-M-14-a NA: TE: ST: CI FIB, Y, FrepB, K, B/O
Cc3085 Lince Ibérico D SHV-12 NA: ST; SXT 11, FIB, FrepB
C5478 Raposa Ver. A SHV-12 + TEM-1-b NA:; TE: ST; SXT; Cl; CHL 11, FIB, FrepB, K
c6831 Ave Agores A CTX-M-14 + SHV-12 TE 11, X, P, K
C1419 Coruja Bl TEM-52 Susceptivel K

C1425 Ave Rapina Bl SHV-12 NA; TE; ST; SXT; GE; TB N, FrepB, K
C2509 Dourada Bl TEM-52 TE: ST: SXT: CHL 11, FIC, K
Cc2515 Dourada A SHV-12 ST: SXT: CHL 11, FrepB, K
Cc2517  Dourada A TEM-52 Susceptivel LK

Cc3072 Lobo Ibérico A SHV-12 NA: TE: ST: CHL I1, FIB, T, K

&NA, 4cido nalidixico; TE, tetraciclina; ST, estreptomicina; SXT, sulfametoxazol/ trimetoprim; GE, gentamicina; Cl, ciprofloxacina; TB, tobramicina; CHL, cloranfenicol
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Assim sendo, é possivel fazer uma anélise comparativa aos fendtipos de resisténcia
das estirpes dadoras e das estirpes transconjugantes. Foram detectados cinco fendtipos de
resisténcia a antibidticos ndo beta-lactamicos nas estirpes de Escherichia coli
transconjugantes. Das 21 estirpes obtidas, quatro revelaram resisténcia ao sulfametoxazol/
trimetoprim (SXT), trés demonstraram possuir resisténcia a estreptomicina e ao cloranfenicol
(ST+CHL), duas exibiram resisténcia apenas ao cloranfenicol (CHL), uma estirpe revelou
resisténcia apenas & estreptomicina (ST) e outra a tetraciclina (TE) (Tabela 34). Resumindo,
num total de 21 transconjugantes obtidos, 11 adquiriram resisténcia a pelo menos um
antibidtico (52.4%), enquanto 10 demonstraram ser sensiveis a todos os antibiéticos (47.6%).

No que diz respeito a analise plasmidica do transconjugantes, foram observadas 10
combinagdes distintas de replicGes, entre elas, os replicbes mais vezes identificados foram:
Incll em 13 estirpes transconjugantes, IncB/O em 6 estirpes e IncT em 4 estirpes (Tabela 34 e
Figura 22). Esta analise demonstra um nivel elevado de transferéncia do replicéo Incll entre
as estirpes dadoras e as transconjugantes, em 61.9% dos processos de conjuga¢do, mostrando

que este replicdo pode estar altamente associado a estirpes de Escherichia coli.

18 -+ mil
mX
16 -
EN
14 - = FIA
12 - HFIB
10 - mw
my
81 mp
6 - FIC
4 - mT
[ ]
5 FrepB
K
0 - B/O
Estirpes Dadoras Estirpes Transconjugantes

Figura 22 Comparacdo dos plasmideos nas estirpes dadoras e transconjugantes

Os resultados desta experiéncia permitiram uma analise mais profunda das estirpes
transconjugantes, que sugere a existéncia de algumas ligacOes interessantes entre o tipo de
beta-lactamase das estirpes dadoras e o fenotipo de resisténcia das estirpes transconjugantes.

Esta analise é debatida no capitulo seguinte.
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“I would rather have questions that can’t be answered than answers wich can’t be questioned.”

- Richard Feynman -
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Capitulo 5 - Discussao

O desenvolvimento e deteccdo de bactérias resistentes aos antibidticos em
ecossistemas supostamente livres de pressoes selectivas e de contaminagdo humana, tem sido
alvo de numerosos estudos, especialmente em animais selvagens que se enquadram no perfil
ambiental previamente definido (Costa et al. 2008; Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009;
Radhouani et al. 2013a; Silva et al. 2011). A crescente proximidade dos animais selvagens
relativamente aos ecossistemas humanos, em busca de alimento ou devido a invasdo dos seus
habitats, sdo possiveis explicacbes para a contaminagdo com bactérias multirresistentes a

agentes microbianos.

A utilizacéo disseminada e exacerbada de agentes antimicrobianos, tanto em medicina
humana como veterinaria; o contacto directo entre o0 homem e algumas espécies animais; o
uso de antibioticos como promotores de crescimento (até 2006) e profilaxia em exploracdes
animais; e o contacto com recursos naturais (solo, agua, vegetais) contaminados com matérias
organicas resistentes aos antibioticos (excrementos, estrumes, alimentos de origem animal),
constituem elementos importantes do perigoso e actual problema de saide publica que é a
disseminacdo de bactérias multirresistentes (Bronzwaer et al. 2002; Goossens 2009; McEwen
e Fedorka-Cray 2002).

Relativamente aos animais selvagens, a existéncia de Escherichia coli na microflora
bacteriana intestinal, associada a capacidade natural das bactérias de adquirirem, transferirem
e acumularem genes de resisténcia, torna esta espécie de microorganismo um excelente
“indicador” da propagagdo da resisténcia ¢ define os animais selvagens como reservatorios de
genes de resisténcia, desempenhando um papel fulcral na propagacdo dos mesmos (Carroll et
al. 2015; Costa et al. 2008; Marinho et al. 2014). A existéncia de diversos estudos nesta area
¢ extremamente importante, de forma a monitorizar a dispersdo das resisténcias aos
antibioticos em termos territoriais e relativamente a origem animal. Estes estudos tornam-se
mais relevantes em espécies que interferem directamente na nossa cadeia alimentar, como € o
caso da dourada (Sparus aurata) e do javali (Sus scrofa scrofa L.), ou mesmo em espécies em
vias de extin¢do, como o lobo Ibérico (Cani lupus signatus) e o lince Ibérico (Lynx pardinus)
(Goncalves et al. 2012a; Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009; Sousa et al. 2011).
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Sendo um dos problemas de saude publica mais importantes do século, que afecta
também o ser humano, exige uma abordagem multidisciplinar, com um enfoque muito
particular na investigacdo, mas também com campanhas de sensibilizacdo e acesso a
formacéo e informacéo pelos profissionais da &rea, de forma a reduzir o uso excessivo de

antibioticos e as mortes associadas.

A realizacdo deste estudo permitiu caracterizar fenotipica e genotipicamente a
resisténcia a diversos antibidticos, habitualmente utilizados em clinica, em isolados de
Escherichia coli, obtidos de amostras fecais de diversas origens e de varias espécies de
animais selvagens: lobo Ibérico (Canis lupus signatus), dourada (Sparus aurata), lince Ibérico
(Lynx pardinus), javali (Sus scrofa scrofa L.), raposa vermelha (Vulpes vulpes), aves
selvagens do arquipelago dos Acores (Sylvia atricapilla), raposa, aves de rapina, veado e
coruja (Costa et al. 2006; Goncalves et al. 2012a; Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009;
Radhouani et al. 2013a; Silva et al. 2011; Sousa et al. 2011).

Durante o estudo foi dado especial énfase a relacé@o clonal entre as estirpes de E. coli
produtoras de B-lactamases de largo espectro e foi feito um enfoque especial na analise da
diversidade plasmidica, pois a capacidade Unica das bactérias de partilharem elementos extra-
cromossomicos, que codificam genes de resisténcia, como plasmideos, é um dos principais

factores de disseminacao destes genes.

Assim sendo, nos paragrafos e seccbes subsequentes serdo debatidos, analisados e
discutidos os resultados obtidos ap0s a realizacdo deste estudo sobre a diversidade plasmidica

em estirpes de Escherichia coli produtoras de p-lactamases de largo espectro.

Na primeira fase deste estudo foi feita a seleccdo dos isolados a utilizar, a verificagdo
do seu perfil fenotipico relativamente a susceptibilidade aos antibidticos e a caracterizacao
dos grupos filogenéticos. Todas os isolados seleccionadas foram previamente alvo de outros
estudos por parte do grupo de investigacdo, todos eles focados em estirpes de Escherichia coli

isoladas de amostras fecais provenientes de animais selvagens.

Os 53 isolados analisadas inicialmente foram divididas por sete estudos distintos e
nove espécies animais diferentes, todas elas com origem Ibérica, em Portugal ou Espanha
(Costa et al. 2006; Goncalves et al. 2012a; Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009;
Radhouani et al. 2013a; Silva et al. 2011; Sousa et al. 2011). Assim sendo, inicialmente,

foram selecionados: uma coruja (1,9%), dois veados (3,8%), duas aves selvagens do
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arquipélago dos Acores (3,8%), trés raposas das quais duas eram raposas vermelhas (5,7%),
quatro aves de rapina (7,5%), oito javalis (15,1%), nove linces Ibéricos (16.9%), 10 douradas
(18,9%), e 14 lobos Ibéricos (26,4%). O conjunto de isolados seleccionados é bastante
interessante, completo e representativo, pois possui animais de varias espécies, de varios
habitats naturais distintos, com diferentes regimes alimentares e de diferentes regides da
Peninsula Ibérica, algumas espécies de animais em vias de extincdo e algumas espécies de

animais directamente conectadas com o ser humano através da cadeia alimentar.

Tendo em conta os habitats naturais, a populacdo em estudo contém animais
provenientes do meio aquatico, como as douradas (18,9%), animais provenientes do meio
terrestre, como veados, raposas, javalis, linces e lobos Ibéricos (67,9%), e animais com maior
mobilidade que tém acesso ao meio aéreo, como as corujas, aves selvagens dos Acores e as
aves de rapina (13,2%). Quanto ao regime alimentar, a selec¢do de isolados possui: animais
carnivoros, como as raposas, as aves de rapina, as douradas, as corujas e os linces e lobos
Ibéricos (77,3%); animais herbivoros, como os veados (3,8%); e animais omnivoros, Como 0s
javalis e as aves selvagens dos Acores (18,9%). Relativamente a origem das estirpes de
Escherichia coli obtidas, a maioria (83,1%) das amostras foi obtida em territorio nacional, em
parques e reservas naturais, ou em habitats naturais das espécies animais. Apenas as amostras

provenientes de lince Ibérico (16,9%) foram obtidas em Espanha.

Esta analise da origem dos isolados e do seu método de colheita € extremamente
importante e relevante, de forma a formular e teorizar possiveis rotas de colonizacdo dos
animais com estirpes de Escherichia coli produtoras de B-lactamases de largo espectro.
Relativamente ao lobo Ibérico, a aquisicdo de bactérias produtoras de ESBL pode ser
explicada pelo comportamento deste animal como predador, o facto de se deslocar largas
distancias em busca de alimento, expondo o0 organismo a amostras fecais de outros animais ou
mesmo humanos, e o facto de consumir presas previamente infectadas com estirpes de E. coli
produtoras de ESBL, como javalis selvagens (Goncalves et al. 2012b; Poeta et al. 2009). A
proximidade desta espécie com o Homem, através da organizacdo de conservacdo do lobo
Ibérico e o facto de utilizarem antibidticos durante alguns processos de monitorizacdo
(anestesia, rastreamento), podem igualmente ser accbGes produtoras de pressdes selectivas
(Goncalves et al. 2012b). Uma teoria semelhante é aplicavel aos isolados de lince Ibérico que,
tal como o lobo Ibérico, € uma espécie em vias de extincdo, que deve estar em constante

vigilia e monitorizacdo (Goncalves et al. 2012a). No que diz respeito aos isolados de dourada,
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a colonizacdo e disseminacdo de E. coli produtoras de ESBL nesta espécie pode ser explicada
pela exposicdo a amostras fecais de outras espécies ou até mesmo do Homem, através do
meio aquatico em que habitam (Sousa et al. 2011). Outro estudo com observacdo de isolados
de dourada na Tunisia, apoia também esta explicacdo e sugere que as descargas de poluentes
industriais directamente no mar tem também um papel fundamental (Zouiten et al. 2017). A
contaminagdo desta espécie com bactérias multirresistentes é particularmente preocupante,
pois € considerada uma das espécies marinhas mais consumidas na dieta mediterranica
(Scarano et al. 2014).

Similarmente ao que se observou no lobo Ibérico, o facto das raposas se apresentarem
no topo da cadeia alimentar, cacando e consumindo animais ja contaminados como coelhos
selvagens e aves, € uma explicacdo plausivel para a acumulacdo de bactérias produtoras de
ESBL nesta espécie animal (Radhouani et al. 2013a). Um estudo realizado no Reino Unido
apoia a teoria previamente exposta e acrescenta ainda a possibilidade da contaminagdo ocorrer
atraves de pequenos roedores que tém contacto tanto com as raposas como com conjuntos de
suinos em locais de producdo industrial, onde os antibidticos sdo utilizados frequentemente
(Carson et al. 2012).

Relativamente ao javali, 0 seu regime alimentar e a capacidade de viajar largas
distancias em busca de alimento, a proximidade de territorios do ser humano e de outras
espécies animais e a possibilidade de se alimentar ocasionalmente de restos alimentares do
Homem, sdo todas rotas provaveis de contaminagdo desta espécie com E. coli produtora de
ESBL (Poeta et al. 2009). Tal como a dourada, o javali € um animal selvagem que é cacado e
é frequentemente consumido pelo ser humano, tornando a deteccdo de bactérias
multirresistentes, nesta espécie, algo ainda mais preocupante (Poeta et al. 2009; Sasaki et al.
2013).

A grande mobilidade das aves facilita bastante a troca e aquisicdo de bactérias
multirresistentes, como € o caso das aves selvagens dos Acores. Esta espécie €
frequentemente avistada em quintas e zonas urbanas. Esta proximidade ao ser humano,
através destas areas e a popularidade turistica dos Acores para a realizacdo de actividades ao
ar livre, sdo provaveis rotas de disseminacao de bactérias produtoras de ESBL. A interaccao
com outras aves migratorias da América do Norte e da Europa, sdo também rotas de
contaminacdo e disseminacdo possiveis (Silva et al. 2011). Por fim, muitos dos isolados

analisados neste estudo foram colhidas em Parques e Reservas Naturais, como isolados de
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aves de rapina, veados e coruja. A proximidade do Homem destas &areas através de actividades
ao ar livre como observacdo de péssaros ou caminhadas, pode ser uma explicagdo para a
aquisicao de E. coli produtora de ESBL (Costa et al. 2006).

Todas estas rotas de aquisi¢cdo e disseminacdo sdo apenas sugestdes mas revelam que
0s animais selvagens sdo reservatorios de bactérias resistentes a antibiéticos e que o Homem

tem um papel crucial na disseminagéo e contaminagéo dos diferentes ecossistemas.

Na primeira fase do estudo foi também analisado o fen6tipo de susceptibilidade aos
antibiéticos dos 53 isolados seleccionados. Assim sendo, uma anélise detalhada dos fenotipos
de resisténcia em cada espécie é necessaria e importante. Todos os isolados seleccionados
foram testadas para 16 antibidticos distintos, mas sé foram observadas resisténcias a oito
antimicrobianos: acido nalidixico, tetraciclina, estreptomicina, sufametoxazol/trimetoprim,
gentamicina, ciprofloxacina, tobramicina e cloranfenicol. Dos 53 isolados seleccionados, seis
(11,3%) demonstraram ser susceptiveis a todos os antibioticos em estudo, e sete isolados
(13,2) demonstraram ser resistentes a0 maximo de seis antibioticos em simultaneo,
curiosamente quatro deles com o mesmo perfil fenotipico de resisténcia (um lobo Ibérico, um
lince Ibérico e duas raposas), sendo resistentes a  estreptomicina, ao
sulfametoxazol/trimetoprim, a tetraciclina, ao &cido nalidixico, a ciprofloxacina e ao
cloranfenicol. O antibidtico mais frequente nos fendtipos de resisténcia foi a tetraciclina,
aparecendo no fenotipo de 38 isolados (71,7%), algo também observado noutros estudos
realizados com animais selvagens (Alonso et al. 2016a; Carroll et al. 2015). Contrariamente,
a resisténcia menos comum foi a tobramicina, aparecendo apenas no fendtipo de dois isolados
(3,8%), um isolado de ave de rapina e um de lobo Ibérico, algo também observado em estudos
prévios (Costa et al. 2008; Radhouani et al. 2009).

Numa anélise mais detalhada de cada espécie animal em estudo, é possivel observar
alguns padrGes de resisténcia. Relativamente aos isolados obtidos de lobo Ibérico, a
resisténcia mais comummente observada foi a tetraciclina, em 12 isolados (85,7%), dos quais
trés apenas apresentaram resisténcia a esse antibidtico. Dois isolados (14,3%) mostraram ser
susceptiveis a todos os antibioticos testados e igualmente dois isolados (14,3%) mostraram ser
resistentes ao maximo de seis antibidticos em simultaneo. Esta analise € apoiada por todos os
estudos realizados sobre o lobo Ibérico por Goncalves e colaboradores (Goncalves et al. 2013;
Goncalves et al. 2012b). No caso dos isolados obtidos a partir de amostras fecais de lince

Ibérico, a totalidade das estirpes (100%) mostrou ser resistente a estreptomicina, em sete
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casos (77,8%), associada com a tetraciclina. Apenas um isolado (11,1%) demonstrou ser
resistente a0 maximo de seis antibioticos em simultaneo. Estes resultados séo apoiados pelos
estudos prévios sobre o lince ibérico e é interessante observar também similitudes entre o
fendtipo de resisténcia desta espécie e da sua principal presa, o coelho selvagem (Goncalves
et al. 2010; Sousa et al. 2014). Em relacdo aos isolados obtidos de douradas, a resisténcia
mais comum foi observada em oito isolados (80%) e foi relativa ao cloranfenicol. Dois
isolados (20%) ndo apresentaram resisténcia a qualquer antibidtico, sendo portanto
susceptiveis. E importante também mencionar um padrdo de resisténcia igual em seis isolados
(60%), com um fendtipo composto por sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina,
estreptomicina e cloranfenicol. Esta analise é suportada e observada também noutras espécies
marinhas como o salmé&o e o golfinho (Cantas et al. 2011; Stewart et al. 2014). No que diz
respeito as raposas, em ambas os isolados de raposas vermelhas foi observado o mesmo perfil
fenotipico de resisténcia. Os dois isolados demonstraram ser resistentes a seis antibioticos:
estreptomicina, tetraciclina, sulfametoxazole/trimetorpim, acido nalidixico, ciprofloxacina e
cloranfenicol. Este perfil € em parte concordante com outros estudos do mesmo autor, que
apresentam a estreptomicina e a tetraciclina como as resisténcias mais comuns nesta espécie
animal (Radhouani et al. 2013b). Todos os isolados de E. coli de javali selvagem (100%)
demonstraram ser resistentes ao sulfametoxazole/trimetoprim, inclusivamente dois (25%)
possuem um fenotipo de resisténcia constituido apenas por esse antibidtico. Resultados
semelhantes foram observados nos isolados de lobo Ibérico, colhidos igualmente no norte de
Portugal, curiosamente, predadores do javali selvagem (Goncalves et al. 2013). As aves
selvagens do arquipélago dos Acores, apresentaram ambas 0 mesmo fendtipo de resisténcia a
apenas um antibidtico, a tetraciclina. Apesar da sua origem bastante longinqua relativamente
aos restantes isolados, este fendtipo Unico so foi observado em mais uma espécie deste estudo,
o0 lobo Ibérico. Por fim, em relacdo a analise do fendtipo de resisténcia das varias estirpes de
E. coli isoladas a partir de varios animais selvagens, foram observadas resisténcias a dois
antibioticos mais comuns, foram eles a tetraciclina e o acido nalidixico (Costa et al. 2006).
Estes fenotipos de resisténcia assemelham-se aos observados nos isolados de de javali
selvagem, possivelmente devido ao do local de colheita (Poeta et al. 2009). Nesta seleccéo
variada de animais foi ainda possivel observar duas estirpes (uma de veado e outra de coruja)

susceptiveis a todos os antibidticos testados.
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Através dos resultados compilados na primeira fase é também possivel fazer uma
analise das p-lactamases detectadas, visto que todas as estirpes de Escherichia coli estudadas
sdo produtoras destas enzimas. Realizando uma andlise superficial, foram observadas as trés
principais familias de p-lactamases, CTX-M, TEM e SHV, por vezes combinadas entre si na
mesma estirpe. Assim sendo, relativamente a familia CTX-M, foram detectadas 30 estirpes
(56,6%) produtoras desta [-lactamase, subdivididas pelas 12 estirpes (22,6) produtoras de
CTX-M-1 e 18 isolados (34%) produtores de CTX-M-14. Em relacdo as estirpes produtoras
de B-lactamases da familia TEM, foram observadas 24 isolados (45,3%) deste tipo,
subdivididos por 15 estirpes (28,3%) produtoras de B-lactamases do tipo TEM-1 e 9 isolados
(17%) produtores de TEM-52. As B-lactamases do tipo SHV-12 foram produzidas por 17
isolados (32,1%). Resumindo, o tipo de B-lactamase mais comum na selec¢do de isolados

realizada foi o CTX-M-14, enquanto a p-lactamase menos observada foi do tipo TEM-52.

Nas décadas de 1980 e 1990, os tipos de B-lactamase mais comuns eram TEM e a
SHV, contudo, ap6s uma primeira aparicdo em 1989 na Alemanha em ambiente clinico, as
estirpes do tipo CTX-M cresceram exponencialmente desde o ano de 2000, o que explica o
elevado numero de isolados do tipo CTX-M neste estudo (Hasan et al. 2016; Livermore et al.
2007; Pitout 2010). Inicialmente as B-lactamases do tipo TEM e SHV estavam mais presentes
em estirpes de Klebsiella spp. e raramente em estirpes de Escherichia coli (Livermore 2012).
Porém, hoje em dia, estas trés grandes familias de B-lactamases estdo presentes em diferentes
estirpes bacterianas e em diferentes ambientes, muito devido a sua transferéncia entre

bactérias através de plasmideos (Livermore et al. 2007).

Numa analise ligeiramente mais aprofundada, é possivel associar o tipo de B-lactamase
produzida a espécie animal da qual foi feita a colheita do isolado. Desta forma, a enzima
CTX-M-1 foi principalmente encontrada nas estirpes isoladas de amostras de javali selvagem
(100%) e em estirpes de lobo Ibérico (28,6%), o que pode ser explicado pela relacdo presa-
predador que existe entre estes dois animais e também pelo semelhante local de colheita das
amostras (Goncalves et al. 2013). A B-lactamase CTX-M-14 foi frequentemente observada
em isolados de lobo Ibérico (42,9%), de lince Ibérico (66,7%), em isolados de aves selvagens
dos Acores, mas associada a enzima SHV-12 (100%) e em isolados de aves de rapina (75%).
Relativamente a familia TEM, a B-lactamase TEM-1 foi observada em todas as raposas
(100%), enquanto todas os isolados de veado (100%) e de coruja (100%) mostraram ser

produtores da enzima TEM-52, bem como quatro isolados de dourada (40%). Por fim, a f3-
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lactamase SHV-12 produzida por seis isolados de dourada (60%) e foi também observada nos
isolados de raposa vermelha (100%). Sendo toda a selec¢do de isolados proveniente de
animais selvagens, que muitas vezes estdo interligados através de relagdes troficas, e sendo os
genes B-lactamamicos de origem plasmidica, é compreensivel a partilha e transferéncia das

mesmas familias de -lactamases (Paterson e Bonomo 2005).

Com o objectivo de estreitar o numero de isolados em estudo, mantendo uma selec¢éo
de isolados diversificada e representativa da seleccdo inicial, na segunda fase do estudo foi
realizada uma electroforese em campo pulsado (PFGE) de forma a detectar possiveis padrdes
de semelhanca nos diversos clones. Esta técnica de tipagem molecular, apesar de ndo ser
perfeita, proporciona niveis elevados de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
(Ribot et al. 2006).

Apos a realizacdo da PFGE e da observacdo dos géis obtidos, foi possivel definir e
marcar alguns isolados como epidemiologicamente relacionados. Esta classificacdo dos
padrdes de PFGE como indistinguiveis permitiu reduzir o nimero de isolados em estudo para
44, ou seja, permitiu reduzir em 17%. A analise dos padrdes consoante o numero de bandas,
criado por Fred Tenover, apesar de ser eficaz, ndo é 100% sensivel e especifico, pois esta
dependente do erro humano e, como o préprio refere, o método deve ser realizado em

pequenos conjuntos de amostras com 30 ou menos isolados (Tenover et al. 1995).

Numa analise mais aprofundada dos nove isolados retirados do estudo, € de realcar
que a comparacao dos padrdes de PFGE so0 foi realizada entre 18 isolados de cada vez, ou
seja, a comparacdo apenas foi realizada entre isolados colocados no mesmo gel de
electroforese. Desta forma, dos 9 isolados retirados do estudo, cinco pertenciam a isolados de
dourada (55,6%), uma pertencia a isolados de lobo Ibérico (11,1%), uma de lince Ibérico
(11,1%), uma de raposa vermelha (11,1%) e uma de ave selvagem do arquipélago dos Acores
(11,1%). Assim, a seleccdo de douradas, que era a segunda maior com 10 isolados, logo a
seguir a de lobo Ibérico, sofreu uma reducdo substancial de 50%, o que significa que existiam
varios clones da mesma estirpe bacteriana na seleccéo feita de isolados obtidos de amostras de

dourada.

No seguimento desta analise, também os isolados de raposa vermelha e aves selvagens
dos Acores, sofreram uma reducdo de 50% visto que inicialmente existiam dois isolados de

cada espécie, que pelo que foi possivel observar possuiam o mesmo clone bacteriano de
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Escherichia coli. A observacdo de padrdes semelhantes e o estudo da relagdo clonal das
bactérias através de PFGE, apoiam a provavel transferéncia de bactérias e genes de resisténcia
a antibioticos entre os animais (Saenz et al. 2004). Assim, através da analise da rela¢do clonal
entre os isolados e do dendrograma realizado é possivel concluir que existe uma elevada

diversidade clonal entre os isolados de Escherichia coli produtores de ESBL.

A terceira fase consistiu em definir critérios bem especificos para reduzir o volume de
isolados em estudo, de forma a facilitar a seguinte fase, a de conjugacdo. Como mencionado
previamente, na sec¢do de resultados, foram definidos trés critérios de analise: os padrfes de
restricdo obtidos através de electroforese de campos pulsados; a origem dos isolados; e o tipo
de B-lactamase de espectro largo produzido. A definicdo destes parametros permitiu desta
forma reduzir o nimero de isolados em estudo de 44 para 29, sendo portanto eliminados do
restante estudo 15 isolados (28,3% do total de amostras obtido na fase anterior), dos quais
cinco obtidos a partir de amostras de lobo Ibérico (33,3%), trés isolados de lince ibérico
(20%), trés isolados de javali selvagem (20%), dois isolados de dourada (13,3%), um isolado
de amostras de veado (6,7%) e um de ave de rapina (6,7%). Em termos de especie, esta
reducdo do numero de isolados, nada afectou a representatividade de cada espécie, pelo
contrario, veio equilibrar o nimero de isolados de cada espécie, pois a espécie que sofreu uma
maior diminuicdo foi o lobo Ibérico, que inicialmente era a espécie mais representada, com 14
isolados. Relativamente aos tipos de p-lactamase produzidos pelos isolados eliminados, foram
observados sete genotipos distintos (nimero de isolados): blactx-m-1atblatem-1 (4), blacTx-m-1
(3), blasnv-12 (3), blactx-m-14 (2), blatems2 (1), blactx-m-1tblatem-1 (1) e blasyy-12+blarem- (1).
E de realcar que todas estas combinacdes diferentes de genes que produzem resisténcia aos
antibioticos beta-lactamicos foram também mantidas e observadas nos 29 isolados que

continuaram no estudo.

Consequentemente, é possivel realizar uma analise mais detalhada dos 29 isolados
seleccionados para dar continuacdo ao estudo. Nesta porcdo de isolados, foram observadas
todas as nove espécies gue iniciaram o estudo: oito isolados (27,6%) obtidos de lobo Ibérico,
cinco isolados (17,2%) de lince Ibérico, também cinco isolados (17,2%) de javali selvagem,
trés isolados (10,3%) obtidos de amostras de dourada, trés isolados (10,3%) de aves de rapina,
dois isolados (6,9%) de raposa, dos quais um obtido de raposa vermelha, e apenas uma
unidade obtida de veado (3,5%), um isolado (3,5%) de coruja e um isolado (3,5%) a

representar as aves selvagens do arquipélago dos Acores. Estes dados revelam uma selecgdo
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mais equilibrada relativamente ao niamero de isolados por espécie, como é possivel comparar
com a analise realizada da primeira fase, mas igualmente representativa, com todas as nove
espécies iniciais. Em relacdo aos genotipos de produgdo de B-lactamases, tal como na
seleccdo inicial, foram observados nos 29 isolados eleitos os mesmos nove conjuntos de genes
produtores de resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos. Assim sendo, foram observadas as
seguintes nove combinacBes (nimero de isolados): blacrx-m-1 (7), blactx-m-14 (4), blaskv-12 (4),
blatems2 (4), blactx-m-1atblatem-1 (4), blaspv-a2+blarem (3), blactxv-atblarem- (1), blacTx-m-
1atblasyv-2 (1), blacrx-m-14tblarem-s2 (1). Tal como previamente observado, nesta seccéo de
analise e discussdo, a p-lactamase mais comum foi do tipo CTX-M, tanto CTX-M-1 e CTX-
M-14, algo que tem vindo a ser observado em ambiente clinico e na natureza (Livermore et
al. 2007; Pitout 2010).

Outra forma de analisar, avaliar e diferenciar os isolados seleccionados foi atraves da
determinagdo do grupo filogenético. A analise do grupo filogenético dos 29 isolados
seleccionados na terceira fase, permitiu dividi-los entre trés dos quatro grupos filogenéticos
principais, A, B1 e D (Clermont et al. 2000). Os isolados mais virulentos, que geralmente
provocam infeccBes extraintestinais sdo associados ao grupo B2 e também ao grupo
filogenético D, pelo contrario, as estirpes comensais, menos virulentas, sdo associadas aos
grupos filogenéticos A e B1. Consequentemente, nos 29 isolados seleccionados na terceira
fase (e nos 53 isolados iniciais), foram observados trés grupos filogenéticos distintos: 8
isolados (27,6%) foram associados ao grupo filogenético D, 11 isolados (37,9%) ao grupo Bl
e 10 isolados (34,5%) associados ao grupo A, ndo existindo nenhum isolado de Escherichia
coli associado com o grupo filogenético B2. Este racio, que evidencia uma percentagem
muito maior de estirpes comensais associadas aos grupos filogenéticos B1 e A, pode ser
explicado pela origem fecal das amostras (Pinto et al. 2010). O facto de serem isolados
obtidos de animais selvagens, com contacto muito reduzido ou inexistente com antibidticos e
ambientes clinicos, pode explicar esta predominancia das estirpes comensais do grupo Bl e
A. Estudos prévios dos grupos filogenéticos em estirpes de Escherichia coli produtoras de
ESBL relatam algo semelhante a este estudo, a auséncia de isolados associados ao grupo B2,
e sugerem a existéncia de uma compensacao entre a resisténcia e a viruléncia (Canton e
Coque 2006).

Por fim, na terceira fase do estudo foi realizada uma tipificacdo das sequéncias

multilocus dos isolados associados ao grupo filogenético D. A potencial patogenicidade e os
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fendtipos virulentos geralmente associados as estirpes atribuidas a este grupo levou a
necessidade de realizar uma caracterizagdo mais pormenorizada destes isolados de
Escherichia coli (Wirth et al. 2006). Como referido previamente na seccéo de resultados, os
oito isolados de E. coli produtores de ESBL, foram designados a quatro STs distintos: a
quatro isolados (50%) foi atribuido o ST117, dois isolados (25%) foram identificados com o
ST115, um isolado (12,5%) identificado com o ST2001 e um isolado (12,5%) foi atribuido ao
ST69 com o complexo clonal ST69. Numa anélise mais detalhada, relativamente ao ST117,
no caso deste estudo foi observado em associacdo com trés espécies distintas, raposa (um
isolado), javali selvagem (um isolado) e lince Ibérico (dois isolados); com diferentes tipos de
gene produtores de B-lactamases (blacrx-m-14tblatem-1; blacrtx-m-1; blactx-m-14; € blaspv-2); €
com resisténcia a diferentes combinacdes de antibidticos (estreptomicina, ciprofloxacina,
tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim) e com resisténcia ao &cido nalidixico em comum

entre todos os isolados.

Segundo a base de dados MLST Database da Universidade de Warwick (Coventry,
Inglaterra) (mist.warwick.ac.uk), este ST117 foi previamente identificado em diversas
espécies, como aves, gado, humanos, animais de companhia e porcos, em diversos ambientes,
incluindo hospitais e em varios paises, como Franca, Alemanha, Brasil, Espanha e Canada.
Em Portugal, isolados de Escherichia coli produtores de ESBL atribuidos ao ST117 foram
também identificados e reportados em ambiente hospitalar no ano de 2010 (Rodrigues et al.
2015). E de realcar a patogenicidade destes isolados atribuidos ao ST117 e o facto
interessante da sua presenca ser bastante abrangente, aparecendo tanto em ambiente clinico

como em animais selvagens.

Em relacdo ao ST115, neste estudo foi observada uma associacao deste ST a isolados
de Escherichia coli produtores de CTX-M-1 obtidos de amostras de javali selvagem e com
resisténcia comum ao antibidtico sulfametoxazol/trimetoprim. De acordo com a base de dados
MLST Database da Universidade de Warwick, a deteccdo de isolados com ST115 foi apenas
detectada na Alemanha, em aves, frangos de aviario e cdes (Ewers et al. 2009). Um estudo
realizado com isolados obtidos a partir de amostras de aves de aviario no nordeste de Espanha
(Catalunha) detectou igualmente estirpes de Escherichia coli ST115 também associadas ao
grupo filogenético D, contudo produtoras de um tipo distinto de B-lactamase, CMY-2 (Cortés
et al. 2010).
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A estirpe de E. coli atribuida ao ST2001, € proveniente de uma amostra de lobo
Ibérico e demonstrou produzir dois tipos de B-lactamases distintos, CTX-M-14 e TEM-1 e
resisténcia a quatro antibioticos distintos (estreptomicina, sulfametoxazol/trimetoprim, acido
nalidixico e tetraciclina). Aparenta ser um ST pouco comum, pois segundo a base de dados
MLST Database da Universidade de Warwick apenas foi detectado uma vez, numa estirpe
patogénica de E. coli presente em humano em ambiente hospitalar, no ano de 2006, em
Singapura. Igualmente dificil de encontrar na literatura, este ST2001 associado a Escherichia
coli produtora da B-lactamase SHV-12, foi detectado numa amostra de producdo pecuaria em
Espanha e foi reportada num poster apresentado no Congresso Europeu de Microbiologia
Clinica e Doencas Infecciosas de 2016 (ECCMID) (Alonso et al. 2016b).

Por fim, relativamente a estirpe de Escherichia coli com o ST69 e complexo clonal 69,
este isolado apresentou resisténcia a aminoglicosideos (gentamicina, estreptomicina e
tobramicina), sulfanamidas (sulfametoxazol/trimetoprim), tetraciclina e cloranfenicol, e
demonstrou ser produtor de CTX-M-1. De acordo com a base de dados MLST Database da
Universidade de Warwick, estirpes de E. coli com o ST 69 foram observadas em diversos
ambientes e em diversas espécies, mas com uma dominancia na espécie humana. A deteccéao
de este ST associado a estirpes de E. coli produtoras de ESBL, segundo a base de dados
MLST, apenas foi observada em isolados provenientes de amostras ambientais de agua de
saneamento, tal como num estudo conduzido na Tunisia com o apoio da Universidade de La
Rioja (Ben Said et al. 2016). Estudos prévios descrevem os isolados de Escherichia coli com
ST69 como sendo altamente virulentos e com varios genes de resisténcia a antibioticos, e
relatam a sua existéncia em varias ambientes e varias espécies, inclusive animais selvagens
como javalis e macacos na Argelia (Alghoribi et al. 2014; Bachiri et al. 2016; Muller et al.
2016). Em Espanha, a sua identificacdo também foi bastante comum em ambiente hospitalar e
em aguas residuais, mas sem qualquer associacao a genes beta-lactamicos (Blanco et al. 2011;
Colomer-Lluch et al. 2013).

Apos a terceira fase de andlise e seleccdo de isolados, a quarta e ultima fase consistiu
na determinacdo da diversidade plasmidica em estirpes de Escherichia coli produtoras de
ESBL. Foi subdividida em trés fases distintas, todas com o mesmo objectivo final, a
conjugacdo e analise da diversidade de plasmideos em estirpes de Escherichia coli produtoras
de ESBL. Primeiro foi feita uma tentativa de seleccionar os isolados mais propicios a

funcionarem como estirpes dadoras para 0 processo de conjugacao. De seguida, foi realizado
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0 processo de conjugacgéo de estirpes de Escherichia coli. Por fim, foi feita a caracterizagéo
fenotipica e dos plasmideos obtidos, tanto nas estirpes dadoras como nas estirpes

transconjugantes.

Devido as caracteristicas genéticas e fenotipicas da estirpe dadora seleccionada,
Escherichia coli CSH26 (resistente a rifampicina, sem plasmideos e negativa relativamente a
lactose), principalmente o facto ser resistente a rifampicina, obrigou a busca das estirpes
dadoras antagonistas, ou seja, as estirpes mais sensiveis a este antibidtico. Esta seleccdo das
estirpes dadoras para o0 processo de conjugacdo foi realizado através da medicdo da
concentracdo média inibitéria (CMI) a rifampicina dos 29 isolados previamente
seleccionados. Dos 29 isolados que foram submetidos a medicdo da CMI, todos (100%)
prosseguiram para a fase de conjugacgéo, pois demonstraram possuir elevada sensibilidade a
rifampicina, algo observado previamente neste tipo de bactérias (Livermore 2012). Numa
analise mais aprofundada, 15 isolados foram identificados com uma CMI 25ug/mL (51.7%),
em 10 foi observada uma CMI de 12ug/mL (34.5%) e em 4 uma CMI de 6ug/mL (13.8%). E
de realcar que a seleccdo de isolados é exactamente igual a realizada na fase anterior, que
contém todas as espécies e combinacdes de P-lactamases existentes desde o inicio,

informacao que foi também sublinhada e real¢ada na sec¢éo de resultados.

ApoOs o processo de conjugacdo foram obtidas 21 estirpes transconjugantes, o que
significa que 21 isolados (72,4%) dadores conseguiram com sucesso transferir a sua
informacdo genética, enquanto 8 isolados (27,6%) ndo conseguiram formar estirpes

transconjugantes.

Associando a produgdo de B-lactamases com os replicdes observados, a maioria dos
isolados positivos para blacrx-m-1 transportaram o replicdo Incll e IncFIB e, juntamente com
os isolados positivos para blasyy-12, foram 0s Unicos a transportar o replicdo IncN. Algo ja
previamente observado em estudos realizados com diversas espécies e em diversos ambientes
(Ben Sallem et al. 2014; Garcia-Fernandez et al. 2008; Marcade et al. 2009). De sublinhar
igualmente que os plasmideos transportados por isolados CTX-M-1 transportaram uma maior
variedade de replicdes em simultéaneo, algo observado também em estudos prévios (Zurfluh et
al. 2014). As estirpes produtoras de CTX-M-14 foram na sua maioria associadas ao replicdo
IncK, sendo também as Unicas estirpes a transportarem os replicbes IncW e IncY. A ligacédo
entre 0 IncK e 0 gene blacrx.m-14 € referida em varios estudos, incluindo um estudo realizado

em Espanha com pacientes hospitalares, que sugere que a propagagdo de estirpes de
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Escherichia coli produtoras de esta B-lactamase ocorra devido a disseminagdo de plasmideos
IncK (Valverde et al. 2009). Relativamente as estirpes produtoras de SHV-12, foi observado
um perfil de replices semelhante ao encontrado nas estirpes blactx-m-1 positivas, com
transporte de Incll e IncK. Estes resultados véo ao encontro de outros estudos realizados em
seres humanos em hospitais em Espanha (Diestra et al. 2009). Os isolados produtores da [3-
lactamase TEM-52, foram associados com os replices IncK, na sua maioria e com Incll, e
foram também os Unicos isolados onde foi observado o replicdo IncFIC. Estes replicdes foram
igualmente associados a propagacao de ESBL noutros estudos prévios, inclusive no estudo de
lobo Ibérico, onde é frequente o aparecimento do replicio IncK (Bielak et al. 2011;
Goncalves et al. 2012b).

Em relacdo a experiéncia de conjugacdo e as estirpes transconjugantes obtidas, o
fendtipo de resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos foi comprovado para todas as estirpes
(100%) atraves do meétodo da difusdo em agar especifico para a determinacdo do fenotipo
beta-lactdmico. Relativamente aos 21 transconjugantes e ao seu fenotipo de resisténcia a
outros antibidticos, foram observados cinco fendtipos distintos: quatro estirpes demonstraram
ser resistentes apenas ao sulfametoxazol/trimetoprim (19,1), trés estirpes provaram resisténcia
a estreptomicina e ao cloranfenicol (14,3%), duas estirpes com resisténcia apenas ao
cloranfenicol (9,5%), uma estirpe com resisténcia a tetraciclina (4,8) e uma com resisténcia a
estreptomicina (4,8). Sendo assim, do total das estirpes transconjugantes obtidas, 11 (52,4%)
adquiriram resisténcia a pelo menos um antibiotico, enquanto 10 (47,6%) provaram ser

sensiveis a todos os antibioticos.

A transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias, é bastante comum e a
transferéncia de genes associados aos antibidticos previamente reportados foi observada em
estudos anteriores. A maioria dos genes de resisténcia aos antibidticos utilizados hoje em dia
sdo transferiveis através de plasmideos, entre eles estdo o0s aminoglicosideos como a
estreptomicina, as sulfonamidas como o sulfametoxazol/trimetoprim, as tetraciclinas e o

cloranfenicol (van Hoek et al. 2011).

Ainda relativamente as estirpes transconjugantes, uma analise aos relicdes observados
nestas estirpes é necessaria. No total das 21 estirpes transconjugantes, foram observados
replicbes em 17 (81%), enquanto em quatro (19%) estirpes ndo foi identificado qualquer
replicdo. Entre todos os perfis plasmidicos observados nas estirpes transconjugantes, oS

replicdes mais comuns foram: Incll observado em 13 estirpes, IncB/O identificado em 6
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estirpes, o replicdo T observado em 4 isolados e o IncP apenas identificado em 3 estirpes
transconjugantes. Foram ainda identificados 10 perfis de plasmideos distintos, existindo
portanto trés perfis que se repetiram: o perfil constituido por Incll, IncT e IncB/O foi
observado duas vezes, ambas em estirpes CTX-M-1 positivas provenientes de javalis
selvagens; o perfil constituido apenas pelo replicdo 11 foi identificado seis vezes em diversas
espécies produzindo diferentes B-lactamases; e o perfil constituido pelo replicdo IncB/O
observada em estirpes positivas para CTX-M-14 provenientes de amostras de lince Ibérico.

Resumindo, entre as estirpes dadoras e as estirpes transconjugantes foi observado um
elevado nivel de transferéncia do replicdo Incll, o que reforca a ideia de que os plasmideos
Incll estdo altamente associados a estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL, algo
demonstrado em varios estudos (Carattoli 2009; Day et al. 2016). Prosseguindo esta anéalise
conclusiva, foi possivel observar algumas ligagcdes interessantes entre os fenotipos e a origem
das estirpes dadoras e os fendtipos obtidos nas estirpes transconjugantes. Plasmideos
contendo genes beta-lactamicos blactxm-14 € blarem-s2, apos a conjugacgédo, ndo foi observada
qualquer resisténcia a antibioticos ndo beta-lactamicos. Estirpes produtoras de enzimas do
tipo SHV-12 foram associadas neste estudo a producdo de fendtipos de resisténcia
constituidos por estreptomicina e cloranfenicol nas estirpes transconjugantes, algo que nao foi
observado em estudos prévios que associam este tipo de B-lactamase com fluoroquinolonas
(Canton et al. 2008; Johnson et al. 2007).

Outra observacdo interessante e relevante foi que as estirpes de Escherichia coli
produtoras de CTX-M-1 provenientes de javali selvagem utilizadas como dadoras,
produziram estirpes transconjugantes resistentes ao sulfametoxazol/trimetorpim. As mesmas
estirpes de javali selvagem, mas apenas aquelas pertencentes ao grupo filogenético D e com o
ST115, produziram estirpes transconjugantes com plasmideos semelhantes com os replicdes
Incll, IncT e IncB/O. Porém, existem estudos que afirmam que a presenca de fenotipos
multirresistentes entre enterobactérias, sdo independentes da espécie ou da origem dos
isolados (Leverstein-van Hall et al. 2003). Por fim foi ainda observada uma associacdo entre
as estirpes transconjugantes com plasmideos IncB/O e o transporte dos genes beta-lactamicos
blactx.v-1 € blactx-m14, juntamente com outros genes de resisténcia. Este facto foi
previamente relatado em estirpes de Escherichia coli de diversas origens, desde animais para

abate como humanos saudaveis, na Suica (Zurfluh et al. 2014).
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E relevante sublinhar que, para além de serem capazes de transportar varios genes de
resisténcia aos antibioticos, os plasmideos transportam também genes de resisténcia a varios
metais pesados, como a prata e 0 mercurio, genes que produzem enzimas, factores de
viruléncia que permitem a invasdo e a sobrevivéncia em novos portadores e, inclusive, genes
que melhoram a capacidade de reparagdo de danos no ADN (Bennett 2008). Assim sendo,
elementos moveis como os plasmideos sdo essenciais para o aparecimento, dispersdo e
sobrevivéncia de estirpes multirresistentes como Escherichia coli produtora de ESBL.
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Capitulo 6 - Conclusdes

Os resultados obtidos e apresentados neste estudo sublinham a ja provada existéncia
de estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL em ecossistemas afastados do ser
humano, ou isentos de pressdes selectivas quanto a resisténcia aos antibioticos. O
aparecimento destas estirpes produtoras de ESBL em animais selvagens pode ser justificada
pela crescente proximidade entre estas espécies e o ecossistema do Homem, quer seja na
busca de alimento ou devido a invasdo do seu habitat pelo ser humano.

A importancia e a abrangéncia da problemética em que se insere este estudo, devido
aos fundos envolvidos e a elevada taxa de mortalidade, obriga a uma abordagem
multidisciplinar, em distintas areas (medicina humana, medicina veterinaria, mista), com
formacdo de profissionais, campanhas de sensibilizacdo e distribuicdo de informacdo a
populacdo, investigacdo e vigilancia. A analise da resisténcia aos antibioticos em animais
selvagens enquadra-se nesta problematica, devido ao importante papel que estas estirpes

possuem como reservatorios de bactérias com genes codificadores de multirresisténcias.

Neste estudo é aprofundada também a possibilidade de transferéncia da resisténcia aos
antibioticos entre diferentes ecossistemas (humano, animal e meio ambiente) através do
estudo da diversidade de plasmideos. Estas pequenas moléculas de ADN, denominadas de
plasmideos, tém a capacidade de captar e transportar genes codificadores de resisténcia aos
antibioticos, formando organismos multirresistentes. Assim sendo, como principais

conclusdes deste estudo podemos referir as seguintes:

1. Elevada diversidade clonal entre isolados de E. coli produtores de ESBL, pois dos
53 padrbes de PFGE analisados, foram definidos 44 (83%) padrdes distintos que apoiam esta
conclusdo. No entanto, foram observados padrdes semelhantes entre isolados de individuos da

mesma espécie animal.

2. Maior percentagem de estirpes comensais associadas aos grupos filogenéticos B1 e
A, percentagem reduzida de isolados associados ao grupo filogenético D e auséncia de
estirpes patogénicas do grupo filogenético B2. Maior percentagem de estirpes comensais e

menor percentagem de estirpes patogénicas, ou seja reduzida patogenicidade.
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3. Detecgdo de quatro distintos STs nos isolados do grupo filogenético D. Trés deles,
ST117, ST115 e ST69, associados a estirpes altamente virulentas e observados com
frequéncia em ambientes hospitalares. O ST2001 também foi detectado.

4. Associagdo do ST115 a isolados de Escherichia coli produtores de CTX-M-1
obtidos de amostras fecais de javali selvagem. O isolado de ST69 foi também associado a um
isolado produtor de CTX-M-1 mas proveniente de uma amostra fecal de lobo Ibérico.

5. Medicdo da CMI a rifampicina revelou valores baixos (entre 6pg/mL e 25ug/mL)
entre todas as estirpes analisadas, o que reflecte a sensibilidade destes isolados a este

antibidtico em particular.

6. Elevada percentagem de conjugacéo, com 72,4% das estirpes dadoras a formar com
sucesso estirpes transconjugantes, reflectindo a preocupante e importante capacidade de

transferéncia de genes de resisténcia entre as bactérias.

7. Equilibrio entre as estirpes dadoras quanto aos grupos filogenéticos, com 28,6% dos
isolados atribuidos ao grupo D, 33,3% dos isolados atribuidos ao grupo Bl e 38,3% dos

isolados atribuidos ao grupo filogenético A.

8. Elevada diversidade plasmidica nas estirpes de Escherichia coli dadoras, com 20
perfis de replicdes distintos observados. Os replicdes mais comuns nas estirpes dadoras foram
o IncK e Incll, enquanto nas estirpes transconjugantes o replicdo Incll revelou ser o mais

comum.

9. Estirpes dadoras produtoras de CTX-M-1 foram associadas aos replicdes Incll e
InCcFIB; estirpes dadoras produtoras de CTX-M-14 foram associadas na sua maioria ao
replicdo IncK; estirpes produtoras de SHV-12 e TEM-52 foram associadas aos replicdes Incll

e IncK.

10. A totalidade das estirpes transconjugantes (100%) demonstrou possuir resisténcia
aos antibidticos beta-lactamicos, o que demonstra a transferéncia dos genes produtores de p-
lactamases através de plasmideos. Relativamente aos antibidticos ndo beta-lactamicos, nas
estirpes transconjugantes obtidas s6 foram observadas resisténcias a quatro antibioticos

distintos: sulfametoxazol/trimetoprim, estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina.
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11. Baixo nivel de transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos ndo beta-
lactdmicos como € visivel pela elevada percentagem de estirpes transconjugantes sensiveis a

todos os antibioticos testados, 47,6%.

12. Elevado nivel de transferéncia do replicdo Incll, revelando que este tipo de
plasmideos esté altamente associado a estirpes de Escherichia coli produtoras de ESBL.

13. Plasmideos que contém os genes beta-lactamicos blactx-m1 € blatem.-s2, néo

transportam genes de resisténcia a antibiéticos ndo beta-lactamicos.

14. Estirpes produtoras da B-lactamase do tipo SHV-12 foram associadas neste estudo
ao transporte de genes de resisténcia aos antibioticos estreptomicina e cloranfenicol, pois esse

fendtipo de resisténcia foi observado nas estirpes transconjugantes obtidas.

15. Isolados de Escherichia coli produtores de CTX-M-1 provenientes de javali

selvagem transportam genes de resisténcia ao sulfametoxazol/trimetorpim.

16. Isolados de Escherichia coli provenientes de javali selvagem com o ST115

revelaram plasmideos transconjugantes semelhantes com os replicdes Incll, IncT e IncB/O.

17. Plasmideos com o replicdo IncB/O transportam também os genes beta-lactamicos

blacrx-m-1 € blacrx-m-14.

A andlise realizada neste estudo da diversidade de plasmideos em estirpes de
Escherichia coli produtoras de pB-lactamases de largo espectro revelou uma grande
diversidade de genes beta-lactdmicos e de genes de resisténcia que podem ser disseminados
através destas moléculas de ADN. O estudo realca o importante papel do plasmideos no
desenvolvimento de bactérias multirresistentes, devido a sua capacidade de captar e
transportar diferentes genes de resisténcia aos antibidticos e devido a sua facil mobilidade
entre bactérias. Assim sendo, esta analise demonstra como se desenvolvem as estirpes de
Escherichia coli multirresistentes e como facilmente se conseguem disseminar na nossa
cadeia alimentar, no ambiente e entre o ser humano. E também possivel concluir e observar
que as espécies de animais selvagens estudadas actuam como reservatérios de bactérias
resistentes, e que devido, a sua mobilidade, conseguem disseminar estas bactérias entre outras

espécies animais e entre outros ecossistemas.
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A utilizagdo abusiva dos antibidticos para tratar infec¢des ndo bacterianas ou de forma
profil4ctica em seres humanos ou como promotores de crescimento em animais atingiu niveis
hiperbdlicos e, actualmente, enfrentamos um dos mais sérios problemas de salde publica no
mundo. Na Unido Europeia (UE) estima-se que 25 000 pacientes morram todos os anos
devido a problemas causados por infecgdes bacterianas. Cerca de € 0,9 mil milldes séo gastos
em cuidados de saude adicionais. Contudo, dados do Centro Europeu para a Prevencdo e
Controlo de Doengas (ECDC) revelam que o consumo de antibidticos no sul da Europa
continua a ser substancialmente mais elevado relativamente ao norte da Europa. Para
combater esta tendéncia foram desenvolvidos planos estratégicos e de ac¢do para reduzir a
disseminacdo da resisténcia aos antibidticos, pois actualmente este problema comeca a ter

implicacbes econdmicas, sociais e politicas.

O plano estratégico desenvolvido pela UE possui oito objectivos principais: (i) reduzir
a mortalidade e os custos associados a resisténcia aos antibioticos; (ii) promover a criagdo de
planos de accdo nacionais para cada pais da UE; (iii) promover o uso prudente dos
antibioticos e implementar medidas de controlo nas unidades de saude; (iv) promover a
necessidade de abordar a relacdo existente entre as bactérias multirresistentes e a utilizacéo de
antibioticos em medicina humana e veterinaria, incluindo a cadeia alimentar; (v) implementar
politicas de ensino relativamente ao uso de antibidticos nas universidades e no meio
cientifico, ou seja na formacdo dos profissionais; (vi) sensibilizar a populacdo para a
emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos antibioticos; (vii) identificar mecanismos
financeiros e de marketing inovadores para o desenvolvimento de novos antibioticos; e (viii)

criar campanhas de sensibilizacéo e de envolvimento da sociedade.

A criacdo destes planos de ac¢do demonstra de forma bem clara a importancia desta
problematica. A agravar esta situacdo estdo os elevados custos para o desenvolvimento de
novos farmacos e as reduzidas receitas que resultam da venda de antibidticos, visto ser um
tratamento rapido, e estes dois factores juntos desencorajam as grandes farmacéuticas a
apostarem nesta area. Prova disso é a inexisténcia de novas classes de antibidticos contra

bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli, nos tltimos 30 anos.

E neste sentido que estudos como este sdo importantes para monitorizar a dispersao
das bactérias multirresistentes. Este estudo providencia um breve e Util sumario do estado da
disseminacdo epidemioldgica das estirpes de E. coli produtoras de ESBL que colonizam

animais selvagens, assim como demonstra qudo bem disseminadas estdo estas estirpes em
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animais selvagens na Peninsula Ibérica. Contudo, é fundamental a monitorizacdo e a
investigacdo nesta area, de forma a analisar a prevaléncia e a evolucéo deste tipo de bactérias
em diferentes espécies e ambientes, e avaliar as consequéncias a longo prazo para o ser

humano e para as espécies animais.
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ANexos
A. Meios de Cultura

Meios de cultura utilizados no decorrer deste estudo:

Meio de cultura Descricéo Quantidade Composicao
Brain-Heart Infusion (BHI) Meio nutritivo utilizado para o 52 g/L =Cérebro de vitelo — 7,7 g/L
crescimento de bactérias =Coracdo de vaca — 9,8 g/L
Protease peptona — 10 g/L
=Dextrosa — 2 g/L
=Cloreto de sodio — 5 g/L.
=Fosfato disddico — 2,5 g/L
=Agar — 15 g/L
spH7.4+0.2
Mueller-Hinton Agar (MH) Meio utilizado para o estudo da 38 g/L =Infusdo desidratada de carne de vitelo — 2 g/L
sensibilidade aos antibiéticos =Hidrolisado de caseina — 17,5 g/L
*Amido—1,5g/L
=Agar — 17 g/L
spH7.3+0.1
Luria-Bertani (LB) Meio utilizado para manutengéo 25 g/L *Peptona — 10 g/L
e crescimento de Escherichia coli =Extracto de levedura — 5 g/L
=Cloreto de sédio — 10 g/L
*pH 7.0
Meio de leite (Skim Milk) Meio utilizado para conservar 0s 100 g/L =Leito desnatado, desidratado utilizado a 10% e

isolados a temperaturas de
congelacéo (-80°C)

dissoluto em agua esterilizada e desionizada

B. Solugdes Tampao

SolucGes tampao utilizados durante o estudo para a realizacdo de PCR e PFGE:

Tampéo Componentes Concentracdo Quantidade

TBE 5x =Tris-base - 54 g/L

=Acido bérico - 27,5 g/L

*EDTAPpH 8 0,5M 20 mL/L

Tampédo SE (PFGE)  =NaCl 5M 1,5mL
*EDTAPpH 8 0,5M 5mL

=Agua esterilizada - 93,5 mL
Tampéo Lise (PFGE)  =Tris M 5mL
EDTAPpH 8 0,5M 10 mL

=Agua esterilizada - 80 mL
=Sarcosil 20% 5mL

=Proteinase pH 8 - 0,01g

Tampédo TE (PFGE)  =Tris M 10 mL
*EDTAPpH 8 0,5M 2mL

=Agua esterilizada - 988
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C.Calendarizagdo PFGE

Calendarizacéo utilizada para a realizacdo do protocolo de PFGE:

Dia da

semana

SEGUNDA-FEIRA

TERCA-FEIRA

QUARTA-FEIRA

QUINTA-FEIRA

SEXTA-FEIRA

Tarefas a

realizar

=Descongelar as
amostras do meio de
leite 0 minimo possivel;
=Semear por

esgotamento em meio

de agar BHI;
*Preparar  todos 0s
tampBes a  serem
utilizados.

*Ap6s 24 horas a 37°C
em estufa, retirar as
placas com meio BHI;

=Com o auxilio de uma
ansa, retirar apenas uma
col6nia e semear numa
nova placa com meio

BHI, por estria.

=Preparacéo dos
insertos;
=Protedlise bacteriana.

=Lavagem dos insertos;
=Digestéo enzimatica;
*Preparacdo do gel de
agarose;

=Inicio da da

electroforese.

=Coloracdo do gel e
visualizacéo;

=Analise dos padrdes de
PFGE.

142





