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Resumo

A administracdo de antibioticos em animais de producéo, constitui um fator de risco para
a promocao de bactérias resistentes.

As producdes intensiva e semi-intensiva de frangos implicam intervencdes veterinarias
distintas, incluindo o uso de antimicrobianos. Este estudo teve como objetivo comparar
os perfis fenotipicos e genotipicos de susceptibilidade antimicrobiana de estirpes de
Escherichia coli de ambos os sistemas produtivos.

Os isolados de E. coli de amostras cecais de frangos foram testados quanto a
susceptibilidade aos antimicrobianos através da técnica de microdiluicdo em caldo. A
caracterizacdo molecular dos mecanismos de resisténcia adquiridos a B-lactamicos e a
colistina, bem como a detecéo de integrdes de classe I, Il e 111 foi realizada por mPCR.
Este trabalho destaca as diferencas na suscetibilidade aos antibi6ticos de isolados de
ambos os tipos de producdo. H& ainda um longo caminho a percorrer de modo a diminuir

0 consumo de antimicrobianos e os niveis de resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: resisténcia, antibioticos, frango, Escherichia coli, genémica
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Abstract

Antibiotic resistance profiles in Escherichia coli isolates from free range
broilers and industrial broilers

The use of antibiotics in animal production is a risk factor for promoting resistant bacteria.
The intensive and semi-intensive poultry production systems imply different veterinary
interventions, including antimicrobials usage. This study aimed to compare the
antimicrobial susceptibility phenotypic profiles of Escherichia coli isolated from both
systems, to characterize the resistance mechanisms to f-lactams and polymyxins, and to
identify mobile genetic elements such as integrons.

E. coli strains isolated from broiler caecal samples were tested for antimicrobial
susceptibility through the broth microdilution technique. Molecular characterization of
the acquired resistance mechanisms to B-lactams and colistin was performed by PCR,;
detection of class I, 11, and 11l integrons was also carried out.

This work highlights the differences in antibiotic susceptibility of the isolates from both
types of production. Nevertheless, there is still a long way to decrease the consumption

of antimicrobials and antimicrobial resistance levels.

Keywords: resistance, antibiotics, broilers, Escherichia coli, genomics
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Capitulo I- Introducgéo

1. Situacdo atual da resisténcia aos antibidticos
Os antibioticos sdo substancias quimicas, naturais ou sintéticas, com a capacidade de
matar (bactericidas) ou inibir o crescimento e multiplicacao (bacteriostaticos) de bactérias

que provocam infe¢cbes em humanos, animais e plantas (ECDC, 2020b).

O termo antibidtico teoricamente so se refere a compostos naturais de origem microbiana
(Mohr, 2016). Contudo, este termo é muitas vezes utilizado como sinénimo de qualquer
agente antimicrobiano, quer seja de origem natural ou sintética (Mohr, 2016; Lerminiaux
& Cameron, 2019). Um agente antimicrobiano que atua especificamente em bactérias é
denominado de agente antibacteriano (WHO, 2011). Neste estudo o uso do termo
antibiodtico é utilizado para referéncias a qualquer agente antibacteriano utilizado para
tratar infecGes em humanos e animais, quer tenha origem natural, sintética ou semi-

sintética.

A resisténcia antimicrobiana (RAM) refere-se a capacidade de o0s microrganismos
resistirem aos tratamentos com antimicrobianos (WHO, 2011; EFSA, 2020). Considera-
se que uma estirpe bacteriana é resistente a determinado antibiético quando esse
antibidtico deixa de matar ou inibir a sua multiplicacdo, podendo outras estirpes da
mesma espécie ser suscetiveis (OIE, 2007; ECDC, 2020a).

A RAM é um fendmeno que ocorre naturalmente nos microbiomas, quando o0s
microrganismos sdo expostos a ac¢ao dos antimicrobianos. A luta continua travada pelos
microrganismos pelo seu espaco ecoldgico, possibilita aqueles que possuem algum
mecanismo de resisténcia que sejam selecionados, permitindo a sua sobrevivéncia,
multiplicacdo e consequente dispersédo pelas comunidades microbianas (ECDC, 2020a).
A RAM é um exemplo classico do principio de evolucao de Darwin, em que sobrevive a
espécie que melhor se adapta ao meio (WHO, 2011). As bactérias sdo microrganismos
incrivelmente resilientes e que tém uma grande capacidade de adapta¢do quando surgem
alteracdes no ambiente, tal como a presenca de antibioticos (WHO, 2011), pelo que o uso
excessivo e inapropriado destes medicamentos acelera a emergéncia e disseminacédo de
bactérias resistentes (ECDC, 2020b).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou a RAM, uma das trés ameacas mais
preocupantes do século XXI (WHO, 2020). Por ano morrem cerca de 33000 pessoas na

Europa com infecGes ndo trataveis devido & ocorréncia de estirpes bacterianas
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patogénicas multiresistentes; estima-se que em 2050 serdo cerca de 10 milhdes de mortes
em todo o mundo, principalmente provocadas por bactérias de Gram negativo,
nomeadamente da familia Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e Moraxellaceae
(CE, 2017; Amador et al., 2019; Impey et al., 2020). O ndmero de mortes anual que se
verifica atualmente no Espagco Econémico Europeu corresponde & soma do nimero de
mortes por SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), Gripe e Tuberculose
(ECDC, 2020b), e estima-se que dentro de 30 anos ird superar as mortes por cancro

(Lerminiaux & Cameron, 2019).

A descoberta, comercializacdo e administracdo de compostos antimicrobianos de forma
rotineira para tratar infecdes revolucionou a medicina moderna e alterou o paradigma
terapéutico (Blair et al., 2015). Assim, a situacdo atual da RAM é um problema grave e
uma ameaca a saude publica a nivel mundial (Roth et al., 2018), com o aparecimento cada
vez mais frequente de estirpes bacterianas multirresistentes (resistentes a trés ou mais
classes de antibioticos) (Magiorakos et al., 2012). Sem antibidticos eficazes, poderemos
voltar a uma “era pré-antibioticos” (Lammie & Hughes., 2016), em que o transplante de
0rgdos, a quimioterapia, os cuidados intensivos e outros procedimentos cirdrgicos podem
ndo ser possiveis em alguns pacientes, devido ao elevado risco de infecdo (WHO, 2015;
Munita & Arias, 2016). A acrescentar a estes factos, sabe-se ainda que os pacientes com
infecdes causadas por bactérias multiresistentes requerem mais cuidados, sendo por vezes
necessario recorrer a antibioticos alternativos muitas vezes mais caros e com efeitos
secundérios mais severos (WHO/FAO/OIE, 2016; ECDC, 2020b).

O uso responsavel e ponderado destes farmacos pode ajudar a abrandar o aparecimento
de bactérias resistentes, e assim manter a sua eficacia para que possam ser utilizados pelas
futuras geracdes (ECDC, 2020b).

As bactérias resistentes possuem grande capacidade de colonizacdo e de prosperar em
qualquer ambiente, afectando ndo sO os seres humanos, mas também os animais
domeésticos e de producéo, a vida selvagem, e contaminando os solos, 0s cursos de agua
e os alimentos, de origem vegetal e animal (WHO, 2015). A globalizagdo, com 0 aumento
da velocidade e do volume de viagens intercontinentais (Lammie & Hughes, 2016), cria
novas oportunidades para que estas se disseminem rapidamente, através da
movimentacdo de pessoas, do contacto interindividual, e comércio de animais vivos e

alimentos (DGS/DGAV/APA, 2019). Desta forma as bactérias conseguem partilhar mais



facilmente o seu material genético, criando novas estirpes resistentes a um ritmo muito
elevado (DGS/DGAV/APA, 2019).

E muito importante entender que para controlar este problema que pde em risco a sadide
da populacdo humana e animal, é necessario reduzir o consumo desregrado de
antibioticos, quer em humanos, quer em animais produtores de alimentos que entrem na
cadeia alimentar, e que sdo potenciais transmissores de estirpes resistentes (Ray et al.,
2017). E de salientar que, até cerca de 90% das doses destes farmacos ingeridas pelos
animais podem ser excretadas pela urina ou fezes, apenas parcialmente metabolizadas
(Mahedi et al., 2018; Amador et al., 2019), contribuindo para a formac&o de reservatérios
de residuos de antibioticos no meio ambiente, de bactérias comensais como Escherichia

coli resistentes, e genes de resisténcia aos antibioticos (Amador et al., 2019).

Visto que a RAM nao conhece barreiras ecoldgicas, setoriais e geograficas, a emergéncia
deste problema num setor ou pais, afeta outros setores e outros paises (WHO/ FAO/OIE,
2016; DGS/DGAV/APA, 2019). Todos os intervenientes nesta problematica tém um
papel na preservacdo da eficacia dos antibidticos, desde as autoridades nacionais,
veterinarios, médicos, pacientes e produtores (OIE 2016). A prevencdo e contencdo da
resisténcia aos antimicrobianos requer uma anélise dos fatores de risco que potenciam o
desenvolvimento e dispersao desta resisténcia (WHO/FAO/OIE, 2016).

2. Principais grupos e mecanismos de ac¢éo dos antibidticos de
importéncia critica
Nem todos os antibidticos atuam contra todas as bactérias (Magnusson et al., 2019), e um
antibidtico pode ser eficaz contra uma ou maultiplas espécies de bactérias. Existem mais
de 15 classes de antibioticos, de acordo com a sua estrutura quimica e modo como atuam
nos microrganismos (ECDC, 2020a); por isso, antibiéticos que pertencem a mesma classe
estdo sujeitos aos mesmos mecanismos de resisténcia (OIE, 2007).

A EMA (Agéncia Europeia do Medicamento) em 2019 estabeleceu quatro categorias de
antibioticos de uso veterinario (de A a D), com base nos critérios da OMS e da
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) (EMA, 2020). Esta categorizacdo ajuda a
entender quais sdo atualmente os antimicrobianos cujos consumos representam um maior
risco para a populagdo humana, e de que forma se deve fazer o controlo do seu consumo,
para diminuir o impacto que a utilizacdo destes antibidticos em animais tem, quer para a

satde humana, quer para a saude animal (OIE, 2007).



Os antibidticos de importancia critica para medicina humana (CIA, Critical Important
Antibiotics) incluem aqueles que cumprem dois critérios: 1- sdo a Unica, ou uma das
Unicas alternativas para o tratamento de infecGes bacterianas graves em pessoas; 2- sdo
antibacterianos utilizados para tratar infecdes causadas por bactérias que podem ser
transmitidas a humanos através de fontes ndo humanas, ou para tratar infe¢fes causadas
por bactérias que tém a capacidade de adquirir genes de resisténcia através de fontes ndo
humanas (WHO, 2019). Dentro da categoria de “antibidticos de importancia critica”,
encontram-se 0s “de maxima prioridade”, que sdo aqueles utilizados com maior
frequéncia em medicina humana, e os que s&o utilizados para tratar infe¢cdes em humanos,
para 0s quais existem bastantes evidéncias cientificas da possivel transmissdo de bactérias
resistentes ou genes de resisténcia através de fontes ndo humanas (WHO, 2019).
Atualmente estes incluem as quinolonas, as cefalosporinas de terceira, quarta e quinta

geragdo, os macrolidos e as polimixinas (WHO, 2020).

2.1 B-lactamicos
Os B-lactamicos sdo a classe de antibioticos mais utilizada em todo o mundo, desde a
descoberta da benzilpenicilina na década de 1920. S&o bem tolerados pelos pacientes,
possuem um baixo custo e uma elevada eficacia, sendo por isso bastante prescritos em

medicina humana e medicina veterinaria (Bush & Bradford, 2016).

Sao agentes bactericidas cujo mecanismo de acdo passa pela interrupcdo da sintese da
parede celular bacteriana (Fisher & Mobashery, 2020), através de uma ligacdo covalente
as penincilin-binding proteins (PBPs), que sdo enzimas essenciais na sintese de
peptidoglicano, quer nas bactérias de Gram positivo, quer nas bactérias de Gram negativo
(Sawa et al., 2020)

Cada espécie bacteriana possui um conjunto especifico de PBPs e, portanto, a
especificidade da ligacdo varia de acordo com a espécie da bactéria e a classe de B-
lactdmico utilizada, sendo que a morte celular ocorre como resultado da inibicdo de um
ou mais tipos de PBPs (Bush & Bradford, 2016; Sawa et al., 2020).

2.2. Polimixinas
As polimixinas possuem um espectro antibacteriano estreito actuando principalmente
contra bactérias de Gram negativo, tais como a Escherichia coli, Klebsiella spp. e

Salmonella spp. que fazem parte da familia Enterobacteriaceae (Poirel & Nordmann,



2017) e, também, contra Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa
(Apostolakos & Piccirillo, 2018).

O seu alvo é a membrana celular externa, onde deslocam de forma competitiva os catides
divalentes dos lipidos da membrana, ligando-se ao lipido A (Apostolakos & Piccirillo,
2018), e provocando a destabilizacdo dos lipopolissacéridos (LPS) (Impey et al., 2020),
com o consequente aumento da permeabilidade da membrana bacteriana. Assim, ocorre
0 extravasamento do contetdo citoplasmatico, provocando a morte celular (Poirel &
Nordmann, 2017) tendo, portanto, um efeito bactericida (Apostolakos & Piccirillo, 2018;
Liu & Liu, 2018).

A polimixina com maior importancia em medicina veterinaria é a colistina (polimixina
E), utilizada desde a década de 50 para a prevencdo e tratamento de infecdes
gastrointestinais provocadas por E. coli nos animais de producdo (EMA, 2016a). Foi
anteriormente usada como promotor de crescimento (Liu & Liu, 2018), e continua a ser
usada de forma metafilatica (Apostolakos & Piccirillo, 2018), principalmente em suinos
(Caniaux et al., 2016). E considerada pela OIE um antimicrobiano de alta importancia
devido a sua utilizacdo no controlo de infecBes entéricas provocadas por bactérias de
Gram negativo (OIE, 2015).

A colistina foi utilizada até aos anos 70 em medicina humana, mas foi gradualmente
substituida por antibioticos menos toxicos e mais eficazes, como as quinolonas e os p-
lactdmicos (Apostolakos & Piccirillo, 2018; Liu & Liu, 2018). Contudo, devido ao
aumento da prevaléncia de bactérias de Gram negativo multirresistentes, a sua
administracdo por via sistémica é cada vez mais admitida como opcdo terapéutica de
ultimo recurso, visto que € atualmente um dos unicos antibioticos eficazes contra as
bactérias produtoras de carbapenemases (Poirel & Nordmann, 2017; Apostolakos &
Piccirillo, 2018; Impey et al., 2020).

O relatério da DGAV sobre o consumo nacional de antimicrobianos em animais indica
gue a colistina foi o quarto antibiético mais consumido em medicina veterinaria, com
10,96 toneladas, em 2017 (DGAV, 2017). Os produtos veterinarios com colistina sao
principalmente administrados em tratamentos de grupo, oralmente, na alimentacéo ou na
agua de bebida, principalmente em suinos e aves (Apostolakos & Piccirillo, 2018). A
nivel nacional ndo € feita a notificacdo detalhada do consumo para cada espécie animal,

pelo que os dados disponiveis se encontram agregados.



2.3 Macrdlidos
Os agentes desta classe de antibi6ticos sdo considerados de largo espectro, e com efeito
bacteriostatico, apesar de em doses elevadas poderem ter acdo bactericida (Arsic et al,
2018).

Tém como alvo a subunidade 50S do ribossoma bacteriano, levando a inibigdo da sintese
proteica. Quando se ligam ao ribossoma, estes antibidticos impedem a traducdo do
MRNA, ao impedir a adicdo de aminoacidos pelo tRNA a cadeia de péptidos (Arsic et al,
2018).

Desde a introducdo da espiramicina na pratica veterinaria na década de 1960, uma serie
de macrolidos tém sido utilizados no controlo e tratamentos de infe¢Bes principalmente
em animais de produgéo (Gomes et al., 2017). Apesar de serem utilizados essencialmente
para tratar infecGes provocadas por bactérias de Gram positivo, alguns macroélidos,
designadamente a azitromicina, utilizada em humanos, demonstrou ser eficaz contra
Enterobacteriaceae (Gomes et al., 2017). A tulatromicina, espiramicina, tilosina, e
tilmicosina sdo alguns exemplos de antibi6ticos desta classe utilizados em medicina
veterinaria. Em Portugal os antibidticos desta classe sdo os mais frequentemente
administrados em aves (Costa 2019, comunicacgdo pessoal), principalmente a tilosina e

tiamulina para o tratamento de infecdes por Clostridium perfringens e Mycoplasma sp.

2.4 Quinolonas e Fluoroquinolonas
Contrariamente ao gque aconteceu com outros antibidticos, 0s agentes pertencentes a
classe das quinolonas ndo foram isolados a partir de organismos vivos, mas foram
sintetizados quimicamente (Emmerson & Jones, 2003). O seu desenvolvimento iniciou-
se com a descoberta acidental do acido nalidixico em 1962, que é um subproduto da

sintese de cloroquina, um composto antimalarico (Aldred, 2014).

Tém um efeito bactericida, ao inibir duas enzimas muito importantes na replicacdo e
transcripgdo do ADN bacteriano, a ADN girase e a topoisomerase 1V (Ray et al. 2017).
Ao atuarem nestas enzimas, que sao responsaveis por manter a integridade da hélice de
ADN superenrolado, ndo permitem a multiplicacdo bacteriana, provocando quebras na
molécula de ADN, conduzindo a morte bacteriana (Andriole, 2005; Aldred, 2014).

A ADN girase € constituida por duas sub-unidades, dois mondmeros A e dois mondémeros
B, codificada pelos genes gyrA e gyrB, e a topoisomerase IV possui as sub-unidades A e
B, codificadas pelos genes parC e parE (Aldred, 2014).



Na década de 80 surgiram as fluoroquinolonas contendo um atomo de fluor, que Ihes
confere atividade contra bactérias de Gram positivo como Staphylococcus spp, e um anel
de piperazina que aumenta o espectro de acdo contra bactérias de Gram negativo

incluindo Pseudomonas aeruginosa (Andriole, 2005).

Apesar de serem reconhecidas internacionalmente como fazendo parte dos
“antimicrobianos de importancia critica de maxima prioridade”, as fluoroquinolonas
continuam a ser extensivamente utilizadas em medicina humana e medicina veterinaria
(Rusch et al, 2019). Dentro deste grupo existem alguns antibioticos, tais como a
enrofloxacina e marbofloxacina, que sdo de uso exclusivo para medicina veterinaria e
outros, como a ciprofloxacina, utilizada em medicina humana (Rusch et al, 2019) e

animais de companhia.

3. Resisténcia intrinseca e adquirida

Algumas bactérias sdo naturalmente resistentes a certas substancias (resisténcia
intrinseca), ou seja, possuem mecanismos inatos contra determinados compostos
incluindo antimicrobianos, como resultado da evolucdo (Ray et al., 2017). Assim, o
problema surge quando as bactérias que normalmente sdo suscetiveis a determinado
antibidtico se tornam resistentes devido a modificacdes genéticas (resisténcia adquirida)
(WHO, 2015; ECDC, 2020a). A resisténcia adquirida esta diretamente relacionada com
0 modo como os antibioticos sdo utilizados, visto que estes farmacos, especialmente o0s
de largo espectro, exercem uma pressdo seletiva geradora de resisténcias, eliminando as
bactérias suscetiveis e favorecendo a proliferacdo das resistentes (DGS/DGAV/APA,
2019). De uma perspetiva evolutiva, as bactérias possuem duas estratégias a nivel
genético para se adaptarem a um meio onde existam moléculas de substancias inibidoras
gue possam comprometer a sua existéncia: ou sofrem mutacdes genéticas, ou adquirem
ADN que codifica determinantes de resisténcia através da troca de elementos genéticos
moveis (EGMs) (Dimopoulos et al., 2016; Ray et al., 2017; Lerminiaux & Cameron,
2019). Perante tal cenario, a informacéo genética é transmitida a descendéncia através da
transferéncia vertical de genes (TVG), mas nas situaces em que existem EGMs
responsaveis pela aquisicdo de determinantes de resisténcia, esta € ndo so transmitida a
descendéncia, mas pode ser transmitida entre bactérias da mesma espécie e, tambem,
entre bactérias de espécies diferentes, pela transferéncia horizontal de genes (THG)
(Chang et al., 2014; Lerminiaux & Cameron, 2019).



Sendo o tempo de geracdo para a maioria das bactérias muito curto, a transmissao de
elementos genéticos que codificam resisténcia p.e. para antibidticos entre bactérias é
muito rapida. Assim, e num meio submetido a pressdo antibidtica, a populacéo bacteriana
resistente rapidamente se sobrepde, proliferando em detrimento das restantes populacoes

bacterianas suscetiveis (Lerminiaux & Cameron, 2019).

Por outro lado, as bactérias podem manter a resisténcia a determinados antibioticos por
longos periodos de tempo, mesmo na auséncia de exposi¢do aos farmacos, persistindo
assim niveis elevados de resisténcia a antibioticos que por vezes ja nem sdo utilizados
(WHO, 2011; Lerminiaux & Cameron, 2019). A acrescentar a este facto, por vezes 0s
genes de resisténcia e viruléncia podem ser transferidos simultaneamente, levando ao
aparecimento de microrganismos ndo sé bastante resistentes, mas também patogénicos e

virulentos, as chamadas superbactérias (Lerminiaux & Cameron, 2019).

E de salientar que um gene de resisténcia pode conferir resisténcia a dois ou mais
antibidticos pertencentes a mesma classe, o que se designa de resisténcia cruzada. Os
genes que conferem resisténcia a diferentes classes de antibi6ticos encontram-se muitas
vezes localizados préximos nos EGMs podendo ser transferidos simultaneamente, o que
se designa de co-resisténcia (WHO, 2011). Assim, a utilizacdo de um tipo de antibidtico
pode resultar na resisténcia ndo sé a esse farmaco em especifico, mas também a outros da

mesma classe (selecéo cruzada), ou de outras classes (co-selecao) (WHO, 2011).

3.1. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana
Existem quatro mecanismos principais responsaveis pela resisténcia antimicrobiana
(Figura 1):

3.1.1. Diminuicdo da permeabilidade da membrana celular

A membrana celular funciona como barreira a entrada de determinados farmacos,
incluindo os antimicrobianos, impedindo-os de exercer a sua acdo ja que a maioria
necessita de entrar na célula para conseguir atingir o seu alvo (Impey et al., 2020). Alguns
antibioticos hidrofilicos como os B-lactamicos, tetraciclinas e algumas fluoroquinolonas,
tém a capacidade de atravessar a membrana celular através de porinas, que séo canais de
difusdo (Munita & Arias, 2016). Existem porinas que s permitem o transporte de solutos
especificos, mas a maioria permite a passagem de antibioticos de varias classes (Impey et
al., 2020). A resisténcia aos antibioticos pode ser resultado da diminui¢do do numero de

porinas codificadas no genoma bacteriano, controlando a expressao de alguns tipos de



porinas, ou atraves da alteragdo estrutural destas proteinas tornando-as mais seletivas.
(Impey et al., 2020). Alteragdes na permeabilidade normalmente resultam em niveis
baixos de resisténcia, e muitas vezes estdo associadas a outros mecanismos de resisténcia,
como o aumento da expressdo das bombas de efluxo (Li et al. 2015). Entre as porinas
melhor caracterizadas estdo as OmpF e OmpC produzidas por E. coli (Li et al. 2015).
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Figura 1- Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

(Retirada de https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/antibiotic-resistance/resistance-

mechanisms-in-bacteria/)

3.1.2. Bombas de efluxo

Estas proteinas encontram-se de forma ubiquitaria na membrana celular das bactérias (L.i
et al., 2015) e sdo responsaveis pela extrusdo de varios solutos por transporte ativo,
diminuindo a sua capacidade de acdo, visto que ndo permanecem em concentragdo e
tempo necessario no interior da célula bacteriana para exercer o efeito desejado (Ray et
al. 2017). Este mecanismo de resisténcia é relevante no caso das tetraciclinas e das

fluoroquinolonas (Ray et al. 2017).

Existem bombas de efluxo especificas para uma determinada classe de antibioticos, tal
como QepA, responsavel por diminuir a susceptibilidade as fluoroguinolonas (Li et al.,

2015). Existem igualmente outro tipo de bombas de efluxo com capacidade para expulsar



um namero alargado de farmacos estruturalmente diferentes (Munita & Arias, 2016), tal
como AcrAB-Tol, ou OgxAB-TolC (responsavel por diminuir a suscetibilidade a
ciprofloxacina e ao cloranfenicol), nas bactérias pertencentes a familia das

Enterobacteriaceae (Li et al., 2015; Impey et al., 2020).

A regulacédo da expressdo do numero de bombas de efluxo pode ser o primeiro mecanismo
de defesa e a primeira resposta das bactérias a um tratamento antimicrobiano, constituindo
uma etapa essencial para o desenvolvimento de mutacbes genéticas que permitem
desenvolver mecanismos de resisténcia mais especificos contra uma determinada classe

de antibidticos (Impey et al., 2020).

As cinco familias de transportadores de bombas de efluxo sdo: ABC (ATP-binding
cassette transporters), RND (resistance-nodulation-cell division), MF (major
facilitator), SMR (small multidrug resistance) e MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) (Ray et al. 2017).

Os genes que codificam este tipo de resisténcia encontram-se muitas vezes em

plasmideos, o que favorece a sua disseminacao entre espécies bacterianas (Li et al., 2015).

3.1.3. Modificacdo ou inativagdo enzimatica

O mecanismo de modificagdo enzimatica envolve duas classes especificas de enzimas:
um grupo que degrada o antibidtico, e outro que catalisa modificacdes quimicas (Ray et
al. 2017).

Algumas enzimas produzidas pelas células bacterianas tém a capacidade de catalizar
reacOes bioquimicas de acetilacdo e fosforilagdo (nos aminoglicosideos e cloranfenicol),
ou adenilagdo (nos aminoglicosideos). Outras enzimas, como € o caso das p-lactamases,
destroem o anel B-lactamico da molécula de antibi6tico, tornando-o ineficaz e impedindo-
o de se ligar as PBPs (Ray et al., 2017).

3.1.4 Protecao ou alteracéo dos alvos

As bactérias desenvolveram ainda a capacidade de proteger os alvos, impedindo assim
que as moléculas de antibiotico cheguem aos locais de ligacdo. Os determinantes
genéticos que codificam este tipo de resisténcia ja foram detetados em cromossomas,
encontrando-se a maioria em EGMs. Um exemplo deste mecanismo ocorre em E. coli

com resisténcia plasmidica as fluoroquinolonas, em que os alvos (enzimas ADN girase e
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topoisomerase 1V) sdo protegidos por proteinas Qnr, codificadas pelos genes de
resisténcia gnr (Lerminiaux & Cameron, 2019).

De modo a diminuir a afinidade do antibidtico ao seu local de ligagcdo, podem ainda surgir
alteracOes genéticas que modificam a estrutura do préprio alvo, como acontece no caso
da resisténcia as fluoroquinolonas em que se verificam muta¢fes cromossémicas nas
subunidades das enzimas ADN girase e topoisomerase 1V, ou alteragdes estruturais nas

PBPs que sao responsaveis pela resisténcia as penicilinas (Ray et al. 2017).

Os fendtipos de resisténcia bacteriana podem ser resultado da presenca de apenas um gene
(por exemplo no caso das carbapnemases), mas muitas vezes resultam da conjugacédo de
varios mecanismos de resisténcia, pelo que é importante o desenvolvimento de fa&rmacos

eficazes que tenham como objetivo atuar em diferentes alvos (Impey et al., 2020)

4. Mecanismos de resisténcia aos p-lactamicos
O mecanismo de resisténcia predominante nesta classe de antibidticos, em bactérias de
Gram negativo ¢ a producdo de p-lactamases (Ray et al. 2017), que degradam o anel f3-
lactdmico. Os genes que codificam estas enzimas designam-se por bla, e sdo seguidos
pelo nome da enzima especifica (ex: blactx-m-2); podem estar localizados no cromossoma

ou em EGMs no genoma acessorio (plasmideos) (Munita & Arias, 2016).

Existem dois esquemas de classificacdo que agrupam este grande nimero de enzimas. A
classificacdo de Ambler, que separa as p-lactamases em quatro classes (A, B, C e D) com
base na sua sequéncia de aminodcidos, e a classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros, que
as classifica em trés grupos com base na sua funcdo bioquimica, especificidade de
substrato e perfil inibitério (Munita & Arias, 2016; Sawa et al., 2020). A classificacdo de
Bush-Jacoby-Medeiros tem a vantagem de tentar estabelecer uma correlagdo entre cada
grupo de enzimas e o fendtipo dos isolados clinicos (Bush & Jacoby, 2010) (Figura 2).

Ao grupo 1 pertencem as cefalosporinases da classe C (da classificacdo de Ambler), as
designadas B-lactamases AmpC (Bush & Jacoby, 2010). Hidrolisam as cefalosporinas de
terceira geragdo e cefamicinas como a cefoxitina, e ndo sdo inibidas pelo acido
clavulanico ou tazobactam (Jacoby, 2009; Munita & Arias, 2016; Sawa et al., 2020).
Apesar de o cefepime ndo ser um bom substrato para as p-lactamases AmpC, quando esta
enzima € expressa em grande quantidade a concentracdo inibitéria minima (CIM) do

cefepime pode aumentar consideravelmente (Olsen et al., 2014).

11



Muitas bactérias da familia Enterobacteriaceae produzem naturalmente cefalosporinases
AmpC codificadas no cromossoma (Haenni et al., 2014; Sawa et al., 2020), apesar de o
gene blaampc também poder estar localizado em plasmideos (Olsen et al., 2014; Munita
& Arias, 2016). No caso de E. coli, esta enzima expressa-se normalmente em valores
muito baixos devido a existéncia de um promotor fraco e um atenuador transcripcional
que precede o gene ampC (Haenni et al., 2014). No entanto, a sobrexpressdo deste gene
foi reportada em alguns isolados, e ¢ atribuida a mutacGes esponténeas especificas na
regido que codifica este gene, dando origem as enzimas ESAC (B-lactamases AmpC de
espectro alargado), as quais ttm uma maior atividade contra a ceftazidima, como
resultado de substituicBes, inser¢bes ou delecdes de aminoacidos (Haenni et al., 2014).
Os genes que codificam enzimas AmpC mediadas por plasmideos derivam de
cefalosporinases AmpC cromossomicas e englobam varias familias, nomeadamente as
CMY, ACT, DHA, FOX, MIR, ACC, LAT e MOX. A variante mais comum em
Enterobacteriaceae de animais de producédo e alimentos de origem animal é a CMY-2
(Pietsch et al., 2018), apesar de serem menos comuns que as ESBL (B-lactamases de

espetro alargado) na Europa (Bush & Jacoby, 2010).

Do grupo 2 fazem parte as enzimas das classes A e D e é o mais extenso (Bush & Jacoby,
2010). As enzimas pertencentes a classe A possuem um residuo de serina e incluem uma
grande variedade de proteinas com diferentes atividades cataliticas, como as
penincilinases (SHV-1 e TEM-1, que sé hidrolisam a penicilina), as ESBL (como as
CTX-M) e algumas carbapenemases (Sawa et al., 2020). As ESBLs tém a capacidade de
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de terceira e quarta geracdo (a sua principal
caracteristica), e monobactamicos, mas ndo possuem acdo contra cefamicinas e
carbapenemos (Canton et al., 2012; Olsen et al., 2014). As cefalosporinas de terceira e
quarta geracao fazem parte dos antimicrobianos mais utilizados em medicina humana, e
algumas como o ceftiofur, sdo também extensamente utilizadas em animais de producao,
0 que constitui uma preocupacdo que este facto resulte no desenvolvimento de resisténcia
em microrganismos veiculados pela cadeia alimentar (Hao et al., 2016). Estas enzimas
sdo susceptiveis a inibidores de p-lactamases como o acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam (Cantén et al., 2012). As trés B-lactamases mais representativas da familia das
ESBL nas estirpes de E. coli que colonizam os animais € 0 homem sdo as TEM
(identificadas pela primeira vez numa paciente de nome Temoniera), as SHV (Sulfydryl
reagent variable) e as CTX-M (identificadas em Munique, e que sdo ativas contra a
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cefotaxima) (Olsen et al., 2014). As enzimas CTX-M surgiram atraves da mobilizagéo e
incorporacdo de genes cromossomicos bla provenientes de uma bactéria ambiental, a
Kluyvera spp., em EGMs (Canton et al., 2012). Inicialmente os genes blactx-m
codificavam enzimas com efeito catalitico contra a cefotaxima, e ndo contra a
ceftazidima. Devido a pressdo seletiva continua exercida pelo consumo de B-lactamicos,
alargou a capacidade de hidrélise nomeadamente da ceftazidima (Canton et al., 2012).
As estirpes portadoras de enzimas da familia CTX-M proliferaram rapidamente ndo so6
devido a presenca dos genes blactx-m em plasmideos de grandes dimensdes envolvendo
asequéncia de insercao ISEcpl, mas também devido a sua presenca em clones bacterianos
muito bem sucedidos (Cantén et al., 2012). Os genes blactx-m disseminaram-se muito
rapidamente por todo o globo num fendémeno designado “pandemia CTX-M” (Canton &
Coque, 2006) e nas Ultimas décadas as estirpes que possuem estas enzimas, tém sido uma
das principais causadoras de infeces em humanos (Olsen et al., 2014). Existem cinco
grupos destas enzimas (1, 2, 8, 9 e 25) que podem ser identificados por reacdes especificas
da cadeia da polimerase (PCRs) (Canton et al., 2012).

As carbapenemases pertencentes a esta classe sdo de cinco familias: trés que estdo
codificadas tipicamente em cromossomas (IMI (Imipenem-hidrolyzing enzyme), SME
(Serratia marcescens enzyme) e NMC (not-metallo-enzyme carbapenemase), e duas que
se encontram em plasmideos ou outros EGMs (KPC, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) e GES (Guiana extended-spectrum). Tal como todas as enzimas da classe
A, sdo inibidas pelo acido clavulanico e o tazobactam, e hidrolisam o aztreonam mas ndo

as cefamicinas (Munita & Arias, 2016).

Na classe D encontram-se as enzimas que se diferenciam das da classe A por serem
capazes de hidrolisar a oxacilina, e por ndo serem inibidas pelo &cido clavulanico (Munita
& Arias, 2016; Sawa et al., 2020). Ja foram descritas varias variantes destas enzimas
OXA que por degradarem as cefalosporinas de terceira geracao também sdo consideradas
ESBL (Olsen et al., 2014). Outras, hidrolisam tambem os carbapenemos
(carbapenemases), que sdo 0s compostos B-lactamicos de Gltima geracdo disponiveis na
pratica clinica para tratamento de infegdes hospitalares complicadas, constituindo a
carbapenemase OXA-48 uma das mais disseminadas pelo globo e com maior importancia
clinica (Munita & Arias, 2016).
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Carbapenemases
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Figura 2- Representacdo esquematica da classificagdo das B-lactamases
(Adaptada de Munita & Arias, 2016).

Do grupo 3 fazem parte as enzimas da classe B, conhecidas como metalo-B-lactamases,
por utilizarem um ido de zinco como cofator, em vez do residuo de serina (Ray et al.
2017). S&o inibidos por agentes quelantes como 0 EDTA e sdo ativas contra uma grande
variedade de B-lactdmicos incluindo os carbapenemos (Ray et al. 2017; Sawa et al.,
2020). Néo sdo inibidas pelo acido clavulanico ou tazobactam e hidrolisam cefamicinas
mas ndo o aztreonam (Munita & Arias, 2016). As mais importantes desta classe séo as
carbapenemases das familias IMP (Imipenem-resistant metallo g-lactamases), VIM
(Verona integron encoded metallo p-lactamases), e NDM (New Dehli metallo p-
lactamase) (Munita & Arias, 2016; Sawa et al.,2020). Os genes que codificam as enzimas
NDM normalmente também possuem outros determinantes de resisténcia que codificam
outras carbapenemases, ESBL, e resisténcia as quinolonas, sendo por isso a sua presenca
normalmente acompanhada de fendtipos multirresistentes (MDR) (Munita & Avrias,
2016).

As estirpes produtoras de ESBLs emergiram globalmente em animais de producdo nas
ultimas décadas, aumentando a preocupacdo de transmissdo de estirpes resistentes ao
homem quer por contacto direto com os animais, e 0 ambiente em que se encontram
(WHO, 2011), quer por contacto indireto através do consumo de alimentos de origem

animal contaminados (Ceccarelli et al., 2019).

5- Mecanismos de resisténcia as Polimixinas
As polimixinas foram recentemente movidas para a categoria de “Antimicrobianos de

Importéncia Critica de Alta Prioridade” pela OMS. Esta decisdo foi tomada com base no
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aumento da necessidade da sua utilizagdo para tratar infe¢des humanas graves em vérias
regides do mundo (EFSA, 2020), mas também devido & descoberta em 2015 dos genes
mcr (mobile-colistin-resistance gene) identificados em EGMs, com uma elevada

capacidade de disseminacao entre estirpes bacterianas portadoras (Liu et al., 2016).

Até 2015, os mecanismos de resisténcia conhecidos encontravam-se codificados no
cromossoma, e estavam relacionados com a modulacdo de sistemas reguladores, que
provocam alteragdes no lipido A (Liu & Liu, 2018). Contudo, nesse ano de 2015, foi
descoberto o primeiro caso de resisténcia a colistina mediada por plasmideos, e desde
entdo mais de 50 paises, incluindo Portugal, notificaram a presenca de estirpes portadoras
do gene mcr em varias espécies da familia Enterobacteriaceae (Caniaux et al., 2016; Liu
& Liu, 2018). Este gene codifica a proteina MCR, uma transferase, que se pensa ter tido
origem numa estirpe de Paenibacillus polimyxa, a qual possui resisténcia intrinseca a
compostos presentes no ambiente (Caniaux et al., 2016). Mais recentemente foram
identificadas novas variantes do gene (mcr-2 a mcr-10), sendo mcr-1 o mais frequente em
E. coli (Liu & Liu., 2018; Hussein et al., 2021). Este gene ja foi reportado em varias
estirpes de bactérias de Gram negativo em animais e humanos, ultrapassando a barreira

de espécie (Caniaux et al., 2016).

Os dados epidemioldgicos e 0 uso comum em animais, leva a comunidade cientifica a
pensar que a resisténcia adquirida a colistina é transferida aos humanos pelos animais
(Poirel & Nordmann, 2016). Existem varios factos que suportam esta hipotese, entre eles,
a extensa utilizacdo da colistina em medicina veterinaria e producdo animal, a qual
condiciona a pressdo seletiva, pelo que este gene se distribui largamente em animais; por
outro lado, o gene mcr esta geralmente associado a sequéncia de insercdo ISAPL1, que
foi identificada inicialmente em suinos. Além disso, as estirpes portadoras do gene mcr-
1 normalmente possuem também o gene floR que confere resisténcia ao florfenicol, um

antibidtico utilizado exclusivamente em medicina veterinaria (Liu & Liu, 2018).

A colistina tem sido largamente utilizada em medicina veterinaria, principalmente em
animais de producdo, tais como suinos, frangos, e perus, expondo as bactérias da
microbiota intestinal a uma grande pressao seletiva (Poirel et al., 2018). Os dados de 26
paises europeus indicam uma associacdo positiva entre 0 consumo de polimixinas nos
animais produtores de alimentos e a resisténcia a colistina em microrganismos

indicadores, nomeadamente E. coli (Liu & Liu, 2018).
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Nos paises Nérdicos da Europa a resisténcia a colistina e a prevaléncia dos genes mcr
permanece muito baixa em aves, onde a colistina nunca foi utilizada regularmente na
pratica veterinaria. Nos paises do sul e Franca, a prevaléncia do gene mcr-1 nas aves é
mais elevada, principalmente nas estirpes provenientes de perus em relacédo as de frangos
(Apostolakos & Piccirillo, 2018).

De salientar que, algumas estirpes isoladas de pacientes que ndo foram tratados com
colistina possuem o gene mcr, pelo que se especula que a aquisicdo desta resisténcia possa
ter resultado do contacto com animais portadores ou via alimentar, através da ingestao e/
ou manipulagdo de alimentos, levando a colonizagdo gastrointestinal assintomética
(Caniaux et al., 2016). Por outro lado, importa referir que os plasmideos envolvidos na
resisténcia a colistina ja se estabeleceram em clones pandémicos de sucesso, tais como E.
coli ST131, e por isso a dispersdao do gene mcr-1 podera tornar-se global em estirpes

patogénicas multiresistentes (Garcia-Menifio et al., 2018).

Por todos estes motivos, neste momento a utilizacdo da colistina em medicina veterinaria
esta reservada para infecdes em que ndo existem outros antibidticos eficazes como opgoes
para o seu tratamento (EMA, 2016b; EMA, 2020).

6. Elementos genéticos mdveis e transmissdo horizontal de genes
E através dos elementos genéticos moveis, como plasmideos, transposdes, e elementos
genéticos mobilizaveis como os integrdes que ocorre a THG (Babakhani & Oloomi, 2018;
Mehdi et al., 2018), facilitando a disseminacdo conjunta de determinantes de resisténcia
a antimicrobianos de diferentes classes, e também de genes de viruléncia e resisténcia a
biocidas (WHO/FAO/OIE, 2016).

As bactérias podem adquirir material genético através de trés processos diferentes: a
conjugacéo, transducéo e transformacdo (Lerminiaux & Cameron, 2019). A conjugagéo
é o método mais comum e eficiente de transferéncia de genes, implicando o contacto entre
duas células bacterianas; ocorre em grande escala no sistema gastrointestinal dos seres
vivos com a transmissdo de plasmideos (Lerminiaux & Cameron, 2019) (Figura 3). A
transformacdo é o processo de captacdo de ADN exodgeno do ambiente através da
degradacéo/lise microbiana, e posterior incorporacdo em cassetes genéticas (Ray et al.,

2017). A transducdo necessita de um vetor especifico, normalmente virus designados
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bacteri6fagos, que transportam os genes de resisténcia e os introduzem num hospedeiro
bacteriano (Ray et al., 2017).

conjugative plasmid antibiotic resistante gene thromaoseme

(= o) (&)

donor bacteria recipient bacteria

Ele M
> @) (G )

Figura 3. Transferéncia horizontal de genes entre bactérias por conjugacao
(Retirada de WHO, 2011).

As cassetes de genes sdo elementos de ADN compacto que normalmente tem uma
estrutura simples, e sdo constituidas por uma unica ORF (Open Reading Frame) e um
local de recombinacdo, sendo reservatorios importantes de alteracBes genomicas
(Gillings, 2014). E comum varios genes de resisténcia para diferentes classes de
antibidticos serem transportados simultaneamente na mesma cassete genética, facilitando
a sua transmissdo e aquisicdo por bactérias susceptiveis, que se tornam assim

multirresistentes (Lerminiaux & Cameron, 2019).

Os integrfes sdo sistemas versateis de aquisicdo de genes frequentemente encontrados
em bactérias, incluindo E. coli presentes numa grande variedade de ambientes, como em
solos de floresta, desertos, superficies de plantas, e nos sedimentos dos oceanos (Gillings,
2014; Blaak et al., 2015). Compreendem cassetes de genes que possuem caracteristicas
de recombinacéo, que permitem multiplas trocas de genes num unico evento (Ray et al.
2017). Constituem um mecanismo altamente eficiente de acumular genes de resisténcia
(Ejaz et al., 2021), pois sdo sistemas de recombinacdo de locais especificos, capazes de
recrutar ORFs na forma de cassetes genéticas méveis (Munita & Arias, 2016). Sdo um
dos principais responsaveis pela evolucdo bacteriana, visto que permitem a adicédo de

novos genes de resisténcia ao cromossoma bacteriano de forma simples, juntamente com
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toda a maquinaria necessaria para a sua expressao (Gillings, 2014). Apesar de nao serem
considerados elementos genéticos per se, a sua localizacdo em plasmideos e transposdes

permite a transmissdo genética inter e intra espécies (Amador et al., 2019).

A localizacdo dos integrdes nos cromossomas ou em EGMs é importante do ponto de
vista funcional e também evolutivo, visto que a mobilidade dos EGMs permite a
transmissdo a outras espécies de bactérias, enquanto a localizagcdo nos cromossomas
permite aumentar a complexidade gendmica, e aumentar a diversidade fenotipica
(Gillings, 2014). Os integrbes moveis, que estdo associados a EGMs, acumulam um
grande numero de genes de resisténcia e ttém um papel fundamental na dispersdo da RAM,
principalmente em bactérias de Gram negativo. Sdo cada vez mais abundantes,
aumentado a possibilidade de interacdo com outras moléculas de ADN e geram novos e
mais complexos EGMs que possuem determinantes de resisténcia a vérias classes de
antibiodticos, desinfetantes e metais pesados (Gillings, 2014). Os integrdes sdo
responsaveis por aumentar a diversidade genética muito rapidamente em momentos de
mudanca e selecdo natural, tornando-se inativos em periodos de estabilidade ambiental
(Gillings, 2014).

A estrutura classica de um integréo é formada por uma plaforma que inclui: um gene intl,
que codifica uma integrase (Intl); um local de recombinacdo attl; um promotor; e uma

cassete de genes associada (attC) (Gillings, 2014; Sawa et al., 2020) (Figura 4).

Gircular gene cassette
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Figura 4 - Processo de aquisigdo de cassetes genéticas pelos integroes.
(Retirada de Akrami et al., 2019)

Existem trés classes de integrdes associados 8 RAM em bacterias de Gram negativo. Estes

sdo normalmente mobilizaveis, e as suas cassetes sdo de pequena dimensao (Gillings,
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2014). Os da classe | sdo os mais prevalentes, estando associados a uma grande
diversidade de cassetes genéticas, e encontram-se numa grande variedade de espécies.
Disseminam-se rapidamente por conjugacao, e encontram-se em cerca de 40% a 70% das
bactérias de Gram negativo, isoladas de animais de producdo e companhia, sendo que em
E. coli comensal a sua prevaléncia chega a atingir os 80% (Gillings, 2014). Estas bactérias
comensais podem depois transferir estes elementos genéticos a outras bactérias

ambientais, comensais, zoondticas e patogenicas (Gillings, 2014).

Os integrdes da classe Il e Il ndo séo tdo prevalentes, mas tém também origem em
bactérias ambientais, e possuem uma menor capacidade de aquisi¢do e reorganizacao de

cassetes geneticas.

Os transposdes sdo um grupo de EGMs que podem codificar determinantes de resisténcia,
e constituem os genes que ‘“saltam” e que se encontram nos plasmideos ou no
cromossoma do hospedeiro (Frost et al. 2005). Sao sequéncias de ADN, que se podem
mover dentro da mesma molécula no genoma, ou para outras moléculas de ADN
(Babakhani & Oloomi, 2018)

Os plasmideos sdo moléculas de ADN auténomas, extracromossémicas, que se replicam
de forma independente, e capazes de se transmitir entre células (Rozwandowicz et al.,
2018; Lerminiaux & Cameron, 2019). A capacidade de os plasmideos adquirirem novos
genes através de EGMs, como sequéncias de insercdo ou transposdes, e a capacidade de
se replicarem numa grande variedade de hospedeiros, torna-os vetores perfeitos para a
disseminacéo de determinantes de resisténcia (Rozwandowicz et al., 2018), e por isso
representam um dos desafios mais dificeis no controlo da disseminacdo da RAM
(Carattoli, 2013). Muitas vezes é possivel identificar varios genes de resisténcia a
diferentes classes de antibioticos no mesmo plasmideo, o que confere uma vantagem
seletiva as bactérias (Carattoli, 2013). Assim, sdo fundamentais para o que se designa de
“capitalismo genético”, ou seja, a medida que aumenta o nimero de genes acessOrios num
destes EGMs, o potencial de ocorréncia da selecdo positiva da estirpe bacteriana que 0s
hospeda, aumenta, pois a exposi¢cdo a qualquer agente seletivo (antibidtico ou outro),

confere vantagem a todo o ADN, selecionando todos os genes (Gillings, 2014).

A identificacdo molecular de um plasmideo e o gendtipo das estirpes permite avaliar se a
disseminacdo de genes de resisténcia ocorreu devido a dispersdo de plasmideos

epidémicos em diferentes hospedeiros, ou a dispersdo de clones bacterianos que contém
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estes plasmideos com genes de resisténcia (Rozwandowicz et al., 2018). Os que tém
maior importancia para a RAM sdo os IncF, Incl, IncA/C, IncL, IncN e IncH
(Rozwandowicz et al., 2018). Na Europa as estirpes de E. coli produtoras de ESBLSs que
colonizam as principais espécies de animais de producdo, possuem principalmente
plasmideos da familia Incl. Alguns plasmideos podem carregar uma grande variedade de
genes de resisténcia, como é o caso dos IncF. Outros, demonstram uma forte correlagdo
com genes especificos como os Incl que estdo associados principalmente a genes de
enzimas ESBL, os IncL/M com o gene blaoxa-ss, ou 0s IncK com os genes blacwmy-2 €

blactx-m-14 (Rozwandowicz et al., 2018).

7. Utilizacao de antibidticos em medicina veterinaria e producéo
animal

A utilizacdo de antibidticos para a prevencdo e tratamento de doencas em medicina
veterinaria e, principalmente, na producdo animal, onde por vezes foram também
utilizados como promotores de crescimento, permitiu obter animais mais saudaveis (OIE,
2016), mais produtivos (Hao et al., 2016), melhorar a seguranga alimentar, e promover o
crescimento economico (Magnusson et al., 2019). Contudo, o seu uso desadequado e
excessivo contribui para o aparecimento de estirpes resistentes, comprometendo a salde
publica, satude animal e seguranca alimentar (WHO/FAO/OIE, 2016). Um exemplo do
uso desadequado destes farmacos é demonstrado quando, em 2006, a Unido Europeia
proibiu a utilizacdo de antibi6ticos como promotores de crescimento, o que fazia esperar
que ocorresse uma diminuicdo do consumo de antimicrobianos na Europa, mas pelo
contrario o consumo aumentou devido ao seu crescente uso de forma profilatica e
metafilatica (Woolhouse et al., 2015).

A principal causa de resisténcia aos antibidticos em humanos continua a ser o seu uso
inadequado em medicina humana (ECDC, 2020b). Todavia, os antibidticos utilizados
para tratar e prevenir infecdes bacterianas em animais pertencem aos mesmos grupos
quimicos que os utilizados em medicina humana (Hao et al., 2016), pelo que é
fundamental otimizar o seu uso (DGS/DGAV/APA, 2019). A proibicéo total do uso de
antimicrobianos nos animais de producéo teria inevitavelmente repercussdes na saude e
bem-estar animal, na produtividade e, consequentemente, no preco dos alimentos. Mas é
possivel reduzir o consumo mantendo os niveis de produtividade, e esta deve ser uma

estratégia transversal a varios setores (WHO, 2011; Woolhouse et al., 2015).
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O uso inapropriado e excessivo de antibidticos raramente permite melhorar a salude
animal, podendo contribuir para o agravamento de doencas ja que as bactérias comensais
e protetoras, que promovem uma barreira natural do sistema de defesa contra bactérias
patogénicas, sao eliminadas pelos antibidticos (Magnusson et al., 2019). Os animais que
sdo adequadamente alimentados e alojados, experienciam maiores niveis de bem-estar, e
estdo menos sujeitos a infecdes, e por isso requerem menos tratamentos com estes
farmacos (Magnusson et al., 2019). Manter os animais saudaveis, permitira aumentar a
produtividade e consequentemente o lucro dos produtores, trazendo beneficios

financeiros (Magnusson et al., 2019).

Considerando a possivel transmissdo de estirpes resistentes entre os animais de producéo
e 0 homem (Obeng et al, 2012), os principais grupos de risco por contacto direto e alta
exposicdo a colonizagdo bacteriana, sdo os médicos veterinarios, trabalhadores dos
matadouros, trabalhadores das exploragdes e agricultores.

Segundo a OMS/FAO, é previsivel que o volume de antibidticos utilizados em animais
de producéo continue a aumentar devido a crescente demanda por alimentos de origem
animal, produzidos maioritariamente em regimes intensivos, para alimentar uma
populacdo humana em constante crescimento (WHO, 2020). Assim, associar boas
praticas de maneio e de bem-estar animal, programas de vacinacdo eficazes, e medidas
apertadas de biosseguranca na exploragdo (WHO, 2015; Mahedi et al., 2018), em
combinagdo com a utilizagdo clinica racional dos antibiéticos, é a chave de uma

abordagem “Uma S¢6 Satide” no combate e controle da RAM (Magnusson et al., 2019).

Nos animais de producdo por vezes ndo é facil tratar individualmente com doses
terapéuticas apenas os animais que manifestem clinicamente uma infecdo. Ainda assim,
no caso das aves, 0s animais saudaveis s6 devem receber antibidticos de forma preventiva,
guando uma doenca ja foi diagnosticada noutros animais do mesmo bando. No caso das
aves, estes farmacos sdo administrados muitas vezes de forma profilatica em doses sub-
terapéuticas a todos os animais do mesmo bando, atraves da racéo ou da agua, de modo a
evitar sobretudo as infecGes respiratdrias ou gastrointestinais, e diminuir os prejuizos na
producdo, principalmente nas fases iniciais da vida dos animais (WHO, 2011). E
recomendado que os animais doentes sejam avaliados de modo a determinar qual o

antibidtico mais eficaz para a infecdo em causa, e deve ser evitada a utilizacdo de
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antibidticos classificados como sendo de “importancia critica de méaxima prioridade”

(WHO, 2020).

Para diminuir o consumo abusivo de antibidticos a EFSA determinou um conjunto de
medidas que devem ser adotadas de modo a prevenir as situacfes em que é necessario a
aplicacdo destas substéncias (ESFA, 2020). Primeiro é necessario “Reduzir”’, com a
definicdo de objetivos adaptados a cada pais para diminuir a utilizacdo de antibioticos
considerados de importancia critica, e aumentar a responsabilidade dos veterinarios (que
devem tomar a decisdo de prescrever antimicrobianos com base em visitas regulares as
exploragdes, fazendo exames clinicos aos animais e requisitando testes laboratoriais).
Passa também por “Substituir”, ou seja, considerar outras alternativas a estas substancias
que contribuam para melhorar a saude animal (como os pré-bidticos, probidticos e
bacteridfagos) (Mehdi et al., 2018), e investir na investigacdo de novas alternativas aos
antimicrobianos. Por ultimo ¢ importante “Repensar” o modo de produ¢do animal,
implementando modos de producdo mais sustentaveis (CE, 2017), que melhorem o bem-
estar e a qualidade de vida dos animais e prevenindo o aparecimento de doencas através
da vacinacao e boas préaticas de maneio, e através da educacdo dos produtores e médicos
veterinarios para este problema (DGS/DGAV/APA, 2019; EFSA, 2020).

Nem todos os paises sao afetados por este problema da mesma maneira, existindo varios
fatores que sdo responsaveis pelas diferentes taxas de resisténcia nos animais, tais como:
o0 uso dos diferentes tipos de antibidticos em medicina veterinaria, as doencas subjacentes
ao seu uso, a qualidade dos cuidados veterinarios, taxas de imunizacdo nos animais de

producdo e companhia, e fatores sociais (ECDC, 2020b).

A ESVAC (European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) emite
relatorios de monitorizacdo do consumo de antibidticos dos paises da UE, sendo que o
mais recente é referente as tendéncias no periodo de 2010-2018 (EMA/ESVAC, 2020).
A analise desta informacéo sobre o consumo de antimicrobianos, principalmente na
producéo animal, constitui uma ferramenta essencial para realizar uma analise de risco, e
delinear uma estratégia que permita conter o desenvolvimento e propagacao da resisténcia
aos antimicrobianos (DGAV, 2017).

Em Portugal, as formulagdes farmacéuticas mais comercializadas em 2018 foram as pré-
misturas medicamentosas, e as solugdes orais (EMA/ESVAC, 2020), sendo que das 191,8

toneladas de antimicrobianos constituintes de Medicamentos Veterinarios utilizados em
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animais de producdo, a maioria eram da classe das tetraciclinas (34,1%), penicilinas
(18,6%), macrolidos (14,5%), e polimixinas (6,8%) (EMA/ESVAC, 2020).

8. Maneio e utilizacéo de antibidticos na producdo avicola de frangos
(Gallus gallus)

Nas ultimas décadas, o consumo de carne de frango aumentou (Roth et al., 2018), e vai
continuar a aumentar, num mundo onde as necessidades de alimento sdo cada vez maiores
para satisfazer uma populagdo mundial em crescimento, e onde a carne de frango
representa uma fonte de proteina de alta qualidade e que € produzida muito rapidamente
(Pesciaroli et al., 2020). As agéncias internacionais e 0s consumidores tém uma
preocupacdo cada vez maior com a transmissdo de bactérias resistentes através do
consumo de carne de aves e, por isso, 0s produtores comecaram a adotar sistemas de
producdo alternativos baseados no baixo consumo de antibioticos, tais como as producdes

organicas, ou livres de antibiéticos (Pesciaroli et al., 2020).

No nosso pais a producéo intensiva de frangos de carne caracteriza-se por ser realizada
exclusivamente em pavilhdes, onde a densidade animal é elevada (no maximo 33 Kg/m?)
e 0s animais sdo expostos a iluminacdo artificial, com ciclos de luz de 24 horas com um
minimo de periodo de escuriddo de seis horas (Decreto-Lei n°® 79/2010 de 25 de junho).
Os frangos séo de linhagens de crescimento rapido, e a alimentacgdo é constituida apenas
por alimentos compostos completos, que fornecem todos os nutrientes e energia
necessarios de acordo com a idade e fase de produ¢do dos animais, que sdo abatidos aos
42 dias de idade.

Os animais de producdo semi-intensiva sdo de ragas autocnes ou linhagens rusticas de
crescimento mais lento e natural, e mais resistentes as variacdes climaticas. Os frangos
permanecem dentro de pavilhdes até as 6 semanas de idade, mas com acesso a parques
exteriores com vegetacdo, onde sdo expostos a luz natural. A densidade animal maxima
permitida no interior dos pavilhdes é menor (25 Kg/m?) (Regulamento (CE) n° 543/2008
de 16 de junho), e existe uma maior preocupacdo com questdes ambientais e de
sustentabilidade, e com o bem-estar animal. A alimentagdo € composta no minimo por
70% cereais, sem recurso a aditivos ou transgenicos, que é complementada com o que

“picam do solo”. O abate destas aves ocorre por volta dos 81 dias de idade.

A criacdo intensiva de frangos, quer nos paises desenvolvidos, quer nos paises em

desenvolvimento, é um dos modos de produgdo em que se utilizam mais antibidticos, e é
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a espécie, além dos suinos, em que se prevé que 0s nimeros relacionados com o consumo
continuem a subir nos préximos anos (Magnusson et al., 2019). Os antibioticos sao
normalmente administrados nos frangos apenas para o tratamento de doencas, ou para
prevencdo por administracdo metafilatica (Roth et al., 2018), ja que a a sua utilizacdo
em baixas doses como promotores de crescimento € proibida na Unido Europeia desde
2006 (Hao et al., 2016). Estes farmacos sdo essenciais no tratamento de infegdes
intestinais, como colibaciloses, enterites necréticas e outras doencas provocadas
frequentemente por Salmonella sp., E. coli ou Clostridium spp, que representam enormes
perdas econdémicas para a industria (Lohren et al., 2009; Roth et al., 2018). As
fluoroguinolonas, macrdlidos e polimixinas estdo aprovadas e sao utilizadas por grande
parte dos paises da UE (Roth et al., 2018), sendo a colistina, e a enrofloxacina (analogo
da ciprofloxacina utilizada em medicina humana) os mais utilizados (Magnusson et al.,
2019).

A colibacilose é uma doenca das aves causada por E. coli e é caracterizada pela elevada
mortalidade, alta morbilidade, reducdo da produtividade e rejeicdo de carcacas, e,
portanto, o seu tratamento num bando infetado é essencial para prevenir enormes perdas
economicas (Niero et al., 2018). Assim, a dispersdo da RAM em E. coli tem implicacéo
econdmica e na saude publica animal, e também na saude publica humana devido a
possivel transmissdo de determinantes de resisténcia principalmente a antibioticos de
importancia critica como, as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e
fluroquinolonas, através de plasmideos conjugativos (Niero et al., 2018).

A grande disseminacdo de E. coli produtoras de ESBLs, isoladas de amostras fecais de
frangos saudaveis que entram na cadeia alimentar constitui um problema de seguranca
alimentar, e pode estar relacionada com o uso de outros agentes antibacterianos, como as
tetraciclinas, sulfonamidas, e fluoroquinolonas, que podem contribuir para a co-selecao
destas bactérias ESBL pela transferéncia de genes de resisténcia nos seus elementos

genéticos moveis (Costa et al., 2009).

Atualmente encontram-se em estudo outras alternativas aos antibioticos que possam ser
aplicadas em exploracGes de frangos, como os probidticos (bactérias benéficas
encontradas em alguns alimentos), pre-bidticos (alimentos ndo digeriveis que ajudam as

bacterias essenciais a crescer e multiplicarem-se), enzimas, acidos organicos, e produtos

24



de exclusdo competitiva (microbiota bacteriana intestinal que limita a colonizacdo por
algumas bactérias patogénicas) (WHO, 2011; Mehdi et al., 2018).

9. Controlo e prevencéo da resisténcia antimicrobiana na Europa e
em Portugal
A vigilancia da RAM em bactérias zoonoéticas e comensais em diferentes animais
produtores de alimentos que podem ser reservatérios, e nos alimentos, € um pré-requisito
para entender o desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia aos antibioticos,
fornecendo dados relevantes para realizar avaliagfes de risco, implementar estratégias, e

avaliar o sucesso dessas intervencdes (WHO, 2011).

As organizagdes internacionais relacionadas com Saude Pdblica, como a OIE, OMS, e
FAQ, em conjunto, ja desenvolveram medidas para combater este flagelo a nivel mundial
com base em analises de risco (OIE, 2016; Hao et al., 2016). Por se tratar de uma crise
global, estas entidades definiram esta situacdo como preocupante, priorizando a
implementacdo de planos de acdo nacionais e multissectoriais para combater a RAM
(DGS/DGAV/APA, 2019), de acordo com 0 conceito de “Uma So6 Satde” (OIE, 2016).

Para conseguir avaliar os efeitos das medidas tomadas para diminuir o uso de
antimicrobianos e combater a RAM, a EFSA, conjuntamente com a ECDC e a EMA
estabeleceram um conjunto indicadores, entre 0s quais esta a avaliacdo da proporcao de
E. coli resistentes a cefalosporinas de terceira geracao e, relativamente ao consumo, o

volume de vendas de antimicrobianos para medicina humana e veterinaria (EFSA, 2020).

E. coli é uma das bactérias mais comuns do trato digestivo humano e animal (Costa et al.,
2009), que pertence a familia das Enterobacteriacae (ECDC, 2020a). Normalmente esta
bactéria sendo comensal e ubiquitéria (Roth et al., 2018), ndo € patogénica, mas por vezes
pode provocar infecdes graves em humanos (Haenni et al., 2014), em que o tratamento
administrado com antimicrobianos pode néo ser eficaz (Costa et al., 2009; ECDC, 2020a).
Recentemente sdo cada vez mais, descritas infe¢fes por E. coli que sdo resistentes a varias
classes de antibidticos em simultdneo (Costa et al., 2009), nomeadamente as
fluoroquinolonas e cefalosporinas de terceira geragdo (ECDC, 2020a). E uma bactéria
largamente aceite como microrganismo indicador de resisténcia aos antibi6ticos em
populacbes de bactérias de Gram negativo (Roth et al., 2018), pois estd presente

normalmente nas fezes (Manageiro et al., 2017).
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Monitorizar bactérias comensais como E. coli, permite fazer a comparacdo dos efeitos da
pressao seletiva em populacgdes relevantes, e é considerado Gtil como sistema de alerta
para detetar a emergéncia de estirpes com resisténcia em animais de produgdo, bem como
a possibilidade da sua disseminacao atraves dos alimentos de origem animal (Manageiro
etal., 2017; Roth et al., 2018).

Sendo E. coli o principal microrganismo patogénico oportunista nos frangos e podendo
potencialmente ser transmitido aos humanos, as estirpes de E. coli produtoras de ESBLs
representam um grande risco quer para a producdo de frangos, quer para a satde humana
(Olsen et al., 2014).

No que diz respeito a seguranca alimentar, os legisladores necessitam de garantir a
protecdo dos consumidores, e estabelecer medidas de controlo de modo a diminuir os
riscos (EFSA, 2020). Para isso, 0s cientistas e os avaliadores de risco devem investigar
os fatores que contribuem para a RAM, ao longo da cadeia alimentar, de modo a fornecer
dados cientificos que sustentem as decisdes politicas (EFSA, 2020). Apesar de se saber
da sua importancia, ainda ndo existe uma avaliagdo e uma abordagem suficientemente
standartizada da utilizacdo, e da resisténcia aos antibioticos nos diferentes programas de
monitorizacao, pois ndo existe uma metodologia padronizada, o que torna a comparacao

entre alguns paises e regi6es muito dificil (Roth et al., 2018).

E necesséaria uma abordagem integrada que tenha em conta os sistemas de producio
animal locais, e envolva todos os intervenientes, desde 0s governantes até aos agricultores
e consumidores (EFSA, 2020). Os dados dos programas de vigilancia europeus de
resisténcia aos antimicrobianos, mostram que 0s paises escandinavos possuem baixas
taxas de resisténcia, ao contrario dos paises do Sul, existindo assim um gradiente
crescente de Norte para Sul (ECDC, 2020a). Os paises que registaram menores niveis de
resisténcia correspondem também aos que tém uma menor utilizacdo de antibioticos, e 0s
que tém um maior consumo de antibidticos registaram niveis de resisténcia mais elevados
(ECDC, 2020a).

Em Portugal, a resisténcia aos antibioticos & monitorizada desde 2008 nas bactérias do
género Campylobacter e Salmonella, no ambito do Plano Nacional de controlo de
Salmonella e do Plano de Inspecdo Geral dos Generos Alimenticios. A Decisdo
2013/652/EU, determina também a obrigatoriedade da vigilancia em bactérias

zoonoticas, como é o caso de Salmonella spp. e Campylobacter jejuni, de bactérias
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comensais indicadoras como E. coli, e ainda de bactérias resistentes as cefalosporinas de
terceira geracao (principalmente E. coli produtoras de B-lactamases de espectro alargado).
Esta Decisdo preconiza ainda que esta vigilancia ativa ocorra em amostras biologicas
colhidas de animais ao abate (cecos de bovinos, suinos, frangos e perus), e de alimentos
colhidos no retalho (carne de bovino, suino e frango), no periodo entre 2014 e 2020 (CE,
2013).

E a DGAV (Direcdo Geral de Alimentacio e Veterinaria) que desenvolve e pde em agao
o Plano de Vigilancia aos Antimicrobianos em colaboragdo com o INIAV (Instituto
Nacional de Alimentacdo e Veterinaria) de modo a avaliar o risco de transmisséo de
bactérias resistentes entre os animais da cadeia alimentar e 0 homem, bem como a

possibilidade de estes serem reservatorios destas estirpes (INIAV, 2020).

Ao abordar esta tematica da resisténcia antimicrobiana, € imperativo recorrer ao conceito
de “Uma S6 Saude”, ou seja, entender que a salde humana, saide animal e o ambiente
estdo interligados, a nivel local, nacional e global (Lammie & Hughes, 2016; Magnusson
et al., 2019). As organizacdes internacionais necessitam de continuar a cooperar criando
equipas multidisciplinares, para estabelecer programas de vigilancia e monitorizagédo
eficazes, e detetar tendéncias em humanos e animais (Lammie & Hughes, 2016). De
forma a encontrar estratégias inteligentes de controlo, é necessario ter em conta a
utilizacdo dos antibidticos nas varias areas da medicina humana, medicina veterinaria, na
agricultura (EFSA, 2020), o seu impacto no ambiente, e continuar a investigar as bases

moleculares envolvidas na emergéncia da resisténcia RAM (Hao et al., 2016).

Uma abordagem “Uma SO0 Saude” (Figura 5) permite aumentar a confianga, a
transparéncia, a comunicacdo, e a colaboracdo entre os profissionais de saide humana,
animal e do ambiente, e partilhar conhecimentos sobre os programas de controlo da RAM
(Lammie & Hughes, 2016).

Mais recentemente com o desenvolvimento das tecnologias gendmicas e de sequenciacao
de nova geracgdo, a capacidade de gerar informac&o sobre a sequéncia de nucle6tidos de
um genoma aumentou muito rapidamente e de forma mais economica (Angers et al.,
2017), o que associado aos sistemas de informacéo bioinformatica apropriados permite
identificar o resistoma, viroloma e plasmidoma dos microrganismos, permitindo uma

caracterizagdo genotipica completa (Bergspica et al., 2020).
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Assim, a capacidade de prever o potencial genotipico de uma bactéria através da
sequenciacgdo do seu genoma e dos plasmideos, é importante ndo s6 na previsdo e combate
a disseminacao da RAM, como o aparecimento de provaveis surtos (Angers et al., 2017).
Ao contrario dos métodos fenotipicos que fornecem informacdo apenas sobre se as
estirpes sdo suscetiveis ou resistentes a antibidticos selecionados, a sequenciacdo
completa do genoma revela as bases moleculares dessa resisténcia. Esta informag&o pode
ser util nos planos de monitorizagdo, auxiliando na compreensdo dos eventos
responsaveis pela aquisicdo de resisténcia, possuindo assim mais vantagens comparando
com técnicas mais classicas como a da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Angers et
al., 2017; Bergspica et al., 2020).
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Figura 5 - Importancia de uma abordagem Uma Sé Salide na teméatica da RAM
(Retirada de Udaondo & Huertas, 2020)
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Capitulo I11- Objetivos

Os objetivos principais deste estudo passaram por:

e Caracterizar fenotipicamente e comparar os perfis de suscetibilidade de estirpes
de E. coli isoladas de frangos criados em sistemas de avicultura semi-intensivos e
intensivos, através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
recorrendo a varios parametros como a Cl1Mso, CIMgo € perfis de multirresisténcia;

e Caracterizar do ponto de vista molecular os mecanismos de resisténcia adquirida
aos antibidticos B-lactamicos por mPCR, com pesquisa de genes codificadores de
resisténcia bla e identificacdo da variente do gene por sequenciacdo de Sanger;

e Identificar os mecanismos de resisténcia adquirida a colistina pela detecdo dos
genes mcr por mPCR;

e Detetar elementos genéticos moéveis (EGMs), nomeadamente integrées das
classes I, Il, e Il por mPCR

e Caracterizar genomicamente trés estirpes de E. coli multirresistentes através da
Sequénciacdo Completa do Genoma (WGS), e analizar os determinantes de
resisténcia, serotipo, e 0s elementos genéticos mdveis, entre 0s quais 0S

plasmideos, recorrendo a ferramentas de bioinformatica.
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Capitulo 111 — Material e métodos

1. Amostras bioldgicas e estirpes bacterianas
Este estudo foi realizado em estirpes de E. coli comensal e estirpes de E. coli presumiveis
produtoras de ESBL e/ou AmpC, isoladas de cecos de frangos de carne ao abate, obtidas
no ambito do Programa de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana em Agentes
Zoondticos e Comensais (PVRAM), de acordo com a DC 2013/652EU, selecionadas de

forma aleatdria segundo as indicacGes da DGAV.

As amostras foram recolhidas pelos meédicos veterinarios inspetores sanitarios em
matadouros que abatem aves de exploracfes intensivas (frangos industriais) e aves de
exploracbes semi-intensivas (frangos do campo), na regido da Beira Interior, entre 0s
meses de outubro e dezembro nos anos de 2014, 2018 e 2020. No que respeita aos frangos,
cada amostra composta é constituida por cinco cecos de cinco animais selecionados
aleatoriamente de cada bando (unidade epidemiolégica), processados em conjunto.
Tratou-se de um estudo epidemioldgico, em que no total foram analisadas 193 estirpes,
sendo 112 isoladas de animais de producao intensiva e 81 de animais de produc¢édo semi-

intensiva (Figura 6).

Producdo semi-intensiva = Producdo intensiva

Figura 6- Namero de isolados por tipo de producéo

Apbs serem recolhidas, as amostras foram enviadas refrigeradas para o Laboratério de
Bacteriologia e Micologia do INIAV, onde foram processadas seguindo os protocolos do
Laboratorio de Referéncia Europeu para a Resisténcia Antimicrobiana (EURL-AR, DTU
— National Food Institute).
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O procedimento para isolamento de E. coli produtoras de ESBL e/ ou AmpC descreve-se
de forma resumida de seguida: i) primeiro procedeu-se a abertura asséptica da
embalagem, e recolheu-se o contetido dos cecos para um frasco com o auxilio de pincas
e tesouras esterilizadas. Pesou-se 1g + 0,1g de contetdo cecal de cada amostra e colocou-
se num tubo estéril com 9 mL de agua peptonada (pré-enriquecimento), seguindo-se a
incubacdo a 37°C durante 18-22h em atmosfera aerdbica. No dia seguinte procedeu-se a
inoculacdo em meio de cultura seletivo de Agar MacConkey (MAC) suplementado com
cefotaxima (1mg/L). Apds incubacdo a 44°C por 18-24h em atmosfera aerdbica,
observaram-se as placas, e as coldnias lactofermentadoras ou fermentadoras tardias foram
selecionadas e inoculadas no meio Triple Sugar Iron Agar (TSI). Ap6s o periodo de
incubacgéo de 18-24h a 37°C, observou-se o tipo de crescimento e reacdo no meio, a qual
se caracteriza em E. coli por producdo de gés, cor amarela ao longo de todo o tubo e na
rampa, e auséncia da producdo de H>S. Posteriormente realizou-se a confirmagao
bioquimica no meio cromogénico ColiD (bioMérieux), que permite identificar as colonias
de E. coli, que crescem com uma coloracéo pUrpura por produzirem B-glucoronidase. Nos
casos em que ndo foi possivel confirmar E. coli, recorreu-se & identificagdo por API 32E.
Apbs confirmacao, as coldnias de E. coli foram repicadas meio Triptose Soja Agar (TSA)
e posteriormente transferidas para meio de conservacao (Tryptose Soya Broth) com 15%

de glicerol (um crioprotetor) e preservadas a -80°C.

Para o isolamento das estirpes de E. coli comensal, o procedimento € idéntico ao descrito
a excecdo do primeiro passo de pré-enriquecimento e inoculagdo em meio seletivo, sendo

inoculadas diretamente em meio MAC sem inibidores.

E importante referir que, segundo a Decisdo da Comissdo 2013/652/EU de 12 de
Novembro de 2013, no ano de 2014, a vigilancia de E. coli produtora de ESBL e AmpC
ndo era obrigatoria, e por isso 0 INIAV ndo realizou a pesquisa de E. coli ESBL/AmpC
em meio selectivo pelo que todas as estirpes utilizadas neste trabalho referentes ao ano

de 2014 sdo comensais (Figura 7 e Figura 8).
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Figura 7 - Namero de isolados de E.coli comensal e CTXr (presumiveis produtoras de enzimas
ESBL e/ou AmpC) de frango do campo estudados nos anos 2014, 2018 e 2020
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Figura 8- NUmero de isolados de E.coli comensal e CTXr (presumiveis produtoras de enzimas
ESBL e/ou AmpC) de frango industrial estudados nos anos 2014, 2018 e 2020

2. Determinacdo da susceptibilidade antimicrobiana pela técnica da
microdiluicio
As estirpes de E. coli foram ensaiadas para avaliar a sua suscetibilidade aos antibioticos
através da técnica da microdiluicdo em microplacas comerciais EUVSEC (Sensititre®,
Trek Diagnostic Systems, UK) (Figura 9), pela determinacdo da Concentracgdo Inibitoria
Minima (CIM) para cada antibiotico, ou seja, a mais baixa concentragdo capaz de inibir
a multiplicacdo das bactérias. As estirpes que cresceram no meio seletivo suplementado

com cefotaxima, e as estirpes comensais que demonstraram possuir resisténcia as
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cefalosporinas de 3%geracédo (cefotaxima e/ou ceftazidima), foram ensaiadas também na
microplaca EUVSEC?2 (Sensititre®, Trek Diagnostic Systems, UK) (Figura 10), que inclui
antibidticos como a cefoxitina e cefepime, e permite avaliar se existe sinergia da
cefotaxima e ceftazidima com o acido clavulanico para poder determinar os fendtipos
presumiveis de ESBL e AmpC. Esta é uma técnica harmonizada e padronizada na qual
sdo utilizadas microplacas de 96 pocos, revestidas por antibioticos liofilizados, em
concentracdes seriadas de base 2, aos quais se adicionam 50uL de caldo Mueller-Hinton

with TES, (Thermo Scientific™), inoculado com a estirpe bacteriana a ser estudada.
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Figura 9- Distribuicao e concentra¢fes dos antibidticos na microplaca EUVSEC
(Retirada de https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/MBD/brochures/Sensititre-
Plate-Guide-Booklet-EN.pdf )
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Figura 10- Distribuicdo e concentragdes dos antibidticos na microplaca EUVSEC2
(Retirada de https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/MBD/brochures/Sensititre-
Plate-Guide-Booklet-EN.pdf )
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O procedimento foi realizado da seguinte forma:

1.

Inoculagdo das estirpes, anteriormente armazenadas a -80°C, em placas de Agar
Mueller-Hinton (MHA) e incubacdo a 37°C durante 18-24h;

Transferéncia de duas ou trés colénias para uma ampola com soluto fisioldgico
esterilizado de modo a preparar a suspensao bacteriana;

Ajuste da densidade otica da suspensdo a 0,5 (= 108 unidades formadoras de
colbnias/mL), na escala de MacFarland, recorrendo a um densitémetro (Densimat,
BioMérieux, Franca);

Inoculacdo de 50 L da suspensdo num tubo de caldo Mueller-Hinton com catifes
ajustados (MHC with TES, Thermo Scientific™), e homogeneizagéo no vortex;
Distribui¢do de 50 pL do indculo em cada pogo da microplaca (EUVSEC e ou
EUVSEC2) através de um dispensador automatico (Sensititre AIMTM,
ThermoFisher Scientific), seguido de selagem das microplacas com pelicula
adesiva;

Realizacdo do controlo de pureza de cada estirpe em placas de MHA;

Incubacdo das microplacas e das placas de MHA a 37°C durante 18-24h em

atmosfera aerébica.
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Apos incubacdo, realizou-se a leitura das microplacas com o auxilio de um leitor semi-
automatico (Sensititre VizionTM, ThermoFisher Scientific), de forma a determinar a
CIM. A interpretacdo dos resultados obtidos fez-se seguindo os critérios epidemioldgicos
(ECOFFs) determinados pelo EUCAST (EUCAST, 2020). As estirpes sao classificadas

em:

e Suscetivel: se o valor da CIM for inferior ou igual ao valor de ECOFF
estabelecido pelo EUCAST;
¢ Resistente: se o valor da CIM for superior ao valor de ECOFF estabelecido pelo
EUCAST.
Com os resultados obtidos na microplaca EUVSEC2, foi possivel classificar
fenotipicamente o tipo de B-lactamases, como sendo do tipo ESBL, AmpC e/ou
Carbapenemases com base nos critérios da EFSA e EURL-AR (Tabela 1) (EFSA/ECDC,
2021).

Tabela 1 - Critérios de atribuicdo de fendtipo ESBL, AmpC e Carbapenemase.

Fendtipo ESBL Fendtipo AmpC
-CIMdaFOT ou TAZ>1mg/L e -CIM da FOT ou TAZ >1mg/L e
- CIM do MERO £ 0,12 mg/L e - CIM do MERO < 0,12 mg/L e
-CIM da (FOX <8 mg/L e -CIMdaFOX>8mg/L e
-Existéncia de “sinergia: FOT/C e/ou - Auséncia de *sinergia: FOT/C e/ou
TAZIC TAZ/C

(n&o excluir a presenca de ESBL)
Fenotipo ESBL + AmpC Fenotipo Carbapenemase
-CIMdaFOT ou TAZ>1mg/L e - CIM do MERO > 0,12 mg/L e
- CIM do MERO £ 0,12 mg/L e (n&o excluir a presenca de ESBL e/ou
-CIMdaFOX>8mg/Le AmpC)
-Existéncia de *sinergia: FOT/C e/ou
TAZIC

FOT= Cefotaxima; TAZ= Ceftazidima; FOX=Cefoxitina; MERO= Meropenemo; C=4cido clavulanico;
*Considera-se que existe sinergia quando a diferenca entre as CIM da FOT e/ou da TAZ e as CIM das
combinacdes destas com o acido clavulanico (FOT/C e TAZ/C) é igual ou superior a 3 dilui¢Ges de base 2.

3. Extracéo de ADN e quantificacéo
Para a realizagé@o das técnicas de PCR, procedeu-se a extracdo de ADN, a qual foi feita

por fervura, de acordo com o seguinte procedimento:
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1. Lavagem de uma ou duas coldnias de cada estirpe em 750 pL de H2O esterilizada
num microtubo de 1,5 mL;

Centrifugacdo a 10000 rpm durante 5 minutos;

Resuspensao do sedimento em 100 uL de Tampé&o Tris-EDTA (TE);

Fervura num bloco seco de aquecimento a 98°C durante 10 minutos;

Centrifugagéo a 13000 rpm durante 5 minutos;

© ok~ N

Transferéncia do sobrenadante contendo as moléculas de ADN para novo
microtubo;
7. Conservagéo a -20°C.

Para a sequenciacdo completa do genoma (WGS), a extracdo de ADN foi feita através do
kit Pure Genomic DNA (Invitrogen), seguindo o protocolo da lise celular de bactérias de
Gram Negativo, de acordo com as instrucfes do fabricante. O periodo de incubacdo foi
de 90 minutos a 55°C e o ADN foi eluido com 50 ml de tampéo Tris-HCI de pH 8,5. A
sequenciacdo do ADN foi realizada pela Novogene (Reino Unido), utilizando a técnica
de sequenciacao Illumina HiSeq (modo de sequenciacdo NovaSeq 6000 S2 PE150 XP).

Para avaliar a quantidade e a qualidade de ADN extraido nos dois métodos, foi utilizado
um espectrofotémetro (NanoDrop® 2000 Thermo Scientific Alfagene) que permite medir
a absorvancia a 260, 280 e 230 nm para determinacdo da concentracdo de ADN e dos
racios 260/280 e 260/230 e analisar a pureza do ADN extraido.

4. ldentificacdo de determinantes de resisténcia por reacéo de
polimerase em cadeia (PCR)

4.1- Detecdo dos genes bla

Para a caracterizagdo molecular dos mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos,
procedeu-se a realizacdo de ensaios de reacdo de polimerase em cadeia na variante
multiplex (mPCR) para a pesquisa dos genes blactx-m-crupo (blacTx-m-Grupo1, blacTx-m-
Grupo2, PlacTx-m-Grupos € blacTx-m-crupesres), blatem, blasnv, blaoxa e blapmap (blaacc,
blarox, blamox, blapna, blacit, € blaesc). Foram ensaiados os isolados de E. coli de
frangos do campo (n=17) e de frangos de producao industrial (n=42), que evidenciaram
ser fenotipicamente resistentes a estes antibioticos, ou seja, que apresentavam um perfil
ESBL e/ou AmpC.

Os primers e condigdes de amplificacdo utilizadas foram os descritos por Dallenne et al.
2010. A mistura de reacdo foi preparada para um volume final de 25 pl (Tabela
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suplementar 1 do Anexo) contendo: H»O estéril, tamp&o de rea¢do 1x (Nzytech, Portugal),
2,5 mM de MgCI2 (Nzytech), 0,4 mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
(Nzytech), Tag ADN Polimerase (Nzytech) a 1U e 1-2ul de ADN.

As reacdes de amplificag@o processaram-se num termociclador (Biometra Tone, Analytik
Jena), encontrando-se a descricdo de cada programa e as sequéncias nucleotidicas na
Tabela suplementar 1 do Anexo. Como controlos positivos para as reacfes de
amplificacdo foram utilizados ADN de estirpes da colecdo do Laboratério de

Bacteriologia e Micologia do INIAV, e como controlo negativo foi utilizada H20 estéril.

4.2 Detecao dos genes mcr

Para a detecdo dos genes que codificam o mecanismo de resisténcia a colistina mediado
por plasmideos procedeu-se a realizagdo de ensaios de reacdo de polimerase em cadeia
na variante multiplex (mPCR) para a pesquisa dos genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e
mcr-5 de acordo com o descrito por Rebelo et al., 2018. A mistura de reacdo foi preparada
para um volume de 25 ul (Tabela suplementar 1 do Anexo) com: H.O estéril, tampé&o de
reacdo 1x (Nzytech, Portugal), 2,0 mM MgCl, (Nzytech), 0,4 mM de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) (Nzytech), mistura de primers forward e reverse na concentragdo
indicada na Tabela suplementar 1 do Anexo, 1 U de Taq ADN Polimerase (Nzytech) e
2ul de ADN de cada isolado.

As reacdes de amplificacdo processaram-se num termociclador (Biometra Tone, Analytik
Jena), e o perfil térmico e as sequéncias nucleotidicas encontram-se descritas na Tabela
suplementar 1 do Anexo. Como controlos positivos para as reacdes de amplificagdo foram
utilizados isolados fornecidos pelo Laboratério Comunitario de Referéncia aos
Antibioticos (DTU, National Food Institute, Dinamarca), e como controlo negativo foi

utilizada H20 estéril.

4.3 Detecao dos integrdes da classe I, classe 11 e classe 111
A presenca de genes que codificam as integrases Intl, Int2 e Int3 foi avaliada nos isolados
dos dois sistemas de produgdo (n=193) utilizando os primers descritos por Kargar et al.
(2014) e Machado et al. (2005). A mistura de reacdo foi preparada num volume de 25 pl
contendo: H,O estéril, tampdo de reacdo 1x (Nzytech, Portugal), 2,0 mM MgCl>
(Nzytech), 400 uM a dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Nzytech), 1U/25ul de Taq
ADN Polimerase (Nzytech) 0,4uM de cada primer forward e reverse, e 1-2ul de ADN

de cada isolado.
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Em todas as reagdes de amplificagdo foram usados controlos positivos e como controlo
negativo foi utilizada H»O estéril. As sequéncias nucleotidicas dos primers e as condi¢des

de amplificacdo encontram-se descritas na Tabela suplementar 1 do Anexo.

4.4 Eletroforese dos produtos amplificados
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose de concentragao
variavel, consoante o tamanho dos fragmentos, em tampéo de Tris-Borato-EDTA (TBE),
tal como descrito na Tabela suplementar 2 do Anexo. Como intercalador molecular
utilizou-se RedSafe (iNtRON © Biotechnology) e como marcador de pesos moleculares
utilizou-se ADN de 100 pares de bases (HyperLadder™ 100bp Bioline) em cada corrida.
Os produtos foram depois visualizados e fotografados num transiluminador ultravioleta

(BioDoc-It Imaging System, BioRad).

5. Identificagdo de variantes dos genes bla por sequenciacéo de
Sanger
Para determinar as variantes dos genes bla e as muta¢Ges no gene AmpC cromossomico

foi realizada a sequenciacdo de Sanger dos produtos amplificados por PCR.

Na reagéo de preparagéo para a sequenciagdao foi utilizada uma polimerase com atividade
proofreading que aumenta a precisdo de sintese de ADN. A mistura de reacdo foi
preparada para 25 pl, contendo H20O estéril, 12,5 pl de NZYProof 2x Colourless Master
Mix, (Nzytech, Portugal) primers forward e reverse especificos (Tabela suplementar 3 do
Anexo), e 1-2ul de ADN. Para cada reacdo de amplificacdo foi utilizada H20O estéril como

controlo negativo.

As reacBes de amplificacdo processaram-se num termociclador (Biometra Tone, Analytik
Jena), e um programa de amplificacdo especifico para o protocolo com a NZYProof 2x
Colourless Master Mix que se encontra descrito na Tabela suplementar 3 do Anexo.

Para a avaliar a qualidade e concentracdo dos fragmentos de ADN, os produtos de PCR
para sequenciacao foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 2% em
tampdo TBE. Como intercalador molecular utilizou-se 1 pl de RedSafe (Nzytech,
Portugal) por cada 100 mL de TBE, e como marcador de pesos moleculares utilizou-se 5
pl da ADN Hyperladder de 100 pares de bases (bp) (Bioline). Adicionou-se 5 pul de cada
produto de PCR com 1 ul de tampéo Loading Dye (Bioline), e cada corrida ocorreu a 140

volts durante 45 minutos.
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Os produtos amplificados foram purificados com EXoSAP-IT™ (Applied Biosystems™),
num total de 16 pl de volume de reagcdo para sequenciacdo com os primers forward e
reverse, de acordo com as indicacfes do fabricante. A incubacdo ocorreu num
termociclador Biometra Tone, (Analytik Jena, Germany) a 37°C durante 30 minutos, de
forma a degradar os residuos de nucledtidos e primers, seguindo-se a inativagdo da
ExXoSAP-IT a 80°C durante 15 minutos.

Para analisar os produtos amplificados em que era necessario confirmar a qualidade dos
fragmentos de ADN realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a 2% em TBE,
juntando 5 pl dos produtos amplificados com 1 pl de tampéo Loading Dye (Bioline), e 5

ul do marcador de peso molecular de 100 bp (Bioline).

Os produtos de PCR purificados foram entdo dispensados numa placa de 96 pogos,
adicionando 5 pl de cada produto amplificado a 5 pl de primer forward ou reverse
especificos, e posteriormente enviados para Eurofins Genomics, Germany GmbH, de

modo a proceder a sequenciacdo para identificacdo das variantes dos genes bla.

As sequéncias de ADN obtidas foram lidas no ChromasProTM v2.1.8.0 (Technelysium
Pty Ltd) e analisadas no Nucleotide BLAST e Protein BLAST do NCBI (Nacional Center
for Biotechnology Information) (NCBI, 2021), no blastn do CARD (Comprehensive
Antibiotic Resistance Database) (CARD, 2021), e na ferramenta ResFinder 4.1 do CGE

(Center for Genomic Epidemiology) (CGE, 2021), de forma a identificar as variantes.

6. Sequenciacdo do Genoma Completo (WGS) de trés isolados
Selecionaram-se dois isolados de E. coli de frango do campo multirresistentes que
apresentavam resisténcia fenotipica aos CIA (cefalosporinas de terceira geracao,
macroélidos e fluoroguinolonas), e um isolado de frango de producdo industrial com
resisténcia a colistina, para a realizacdo da Sequenciacdo Completa do Genoma (WGS).
Os resultados foram analisados recorrendo a ferramentas de bioinformatica
disponibilizadas pelo Centro de Epidemiologia Genémica (CGE, DTU, Denmark),
nomeadamente: KmerFinder 3.2, para identificar a espécie bacteriana (Hasman et al.,
2014), MLST 2.0, para a determinacgéo do Multilocus Sequence Type (Larsen etal., 2012),
PlasmidFinder 2.1, para identificacdo dos plasmideos (Carattoli et al., 2014), ResFinder
4.1, para identificacdo dos genes de resisténcia a antibioticos (Bortolaia et al., 2020), e
SerotypeFinder 2.0, para identificac&o do serotipo (Joensen et al., 2015). Adicionalmente,

o filogrupo foi identificado através da ferramenta ClermonTyping (Beghain et al., 2018).
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7. Analise estatistica
Para avaliar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre a producao
intensiva e a producdo semi-intensiva no que diz respeito as frequéncias de resisténcia
aos antibioticos, utilizou-se o teste do Qui-Quadrado (y?), recorrendo ao programa
Rstudio 1.4.
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Capitulo IV - Resultados e discussao

1. Caracterizacéo fenotipica da resisténcia antimicrobiana

1.1 Parametros de resisténcia aos antibioticos

Os valores referentes a frequéncia de suscetibilidade reduzida (SR), CIMsg e CIMg de
estirpes de E. coli comensais e presumiveis produtoras de ESBLs e/ou AmpC (CTXr)
isoladas de frangos de carne, encontram-se descritos na Tabela 2. Os resultados mostram
que as populagdes bacterianas presentes nos dois tipos de producéo, intensiva e semi-
intensiva, apresentam niveis elevados de resisténcia a ampicilina, quinolonas e
fluoroquinolonas, tetraciclinas, sulfametoxazole e trimetoprim. Pelo contrério, a
frequéncia de estirpes com suscetibilidade reduzida para a gentamicina e colistina é baixa,
ndo se tendo registado estirpes resistentes a tigeciclina e carbapenemos (Figura 11 e
Figura 12).

Em geral, os valores das frequéncias de susceptibilidade reduzida (SR), nos isolados
comensais de frangos industriais, para os varios antibioticos testados, como a ampicilina
(69%), cefotaxima e ceftazidima (1,4%), acido nalidixico (85,9%), tetraciclinas (56,3%),
sulfametoxazole (50,7%) e trimetoprim (46,5%) estdo de acordo com outro estudo
efectuado em aves em Portugal (Manageiro et al., 2017) com excepgdo do valor da
ciprofloxacina (81,7%) que é superior.

Nas estirpes de E. coli comensais de frangos do campo observam-se valores de SR
elevados para alguns antibidticos como a ampicilina (64,7%), acido nalidixico (69,1%),
ciprofloxacina (73,5%), tetraciclinas (50%), e moderados para o sulfametoxazole (36,8%)
e trimetoprim (27,9%). Para a cefotaxima e ceftazidima (5,9%), azitromicina (1,5%) e
cloranfenicol (4,4%), os valores de SR observados sdo muito baixos, ndo tendo sido
registado nenhum isolado com resisténcia a colistina (Figura 11). No que respeita a
resisténcia antimicrobiana em aves de sistemas semi-intensivos, os estudos sdo muito
escassos. Ainda assim, os resultados obtidos neste estudo no geral estdo de acordo com
um outro estudo que avaliaa RAM em exploragdes de frangos de carne ndo convencionais
em Itdlia (Pesciarolli et al., 2020), a exep¢do dos valores das quinolonas e

fluoroquinolonas que séo superiores.
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Figura 11-Frequéncia de estirpes de E. coli comensais com suscetibilidade reduzida aos

antibidticos
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Figura 12- Frequéncia de estirpes de E.coli CTXr (presumiveis produtoras de enzimas ESBL
e/ou AmpC) com suscetibilidade reduzida aos antibidticos
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Tabela 2- Valores de CIMsy (mg/L) e CIMg (Mmg/L) e a frequéncia de suscetibilidade reduzida
(%SR) de E. coli comensais e E. coli presumiveis produtoras de enzimas ESBL e/fou AmpC
(CTXr) em isolados de E. coli de frangos de producdo intensiva (frangos industriais) e semi-
intensiva (frangos do campo).

Frangos do campo Frango industriais
sz (n=81) (n=112) ECOFF
Antibictico Comensais CTXr Comensais CTXr (mg/L)
(n=68) (n=13) (n=71) (n=41)

Ampicilina
CIMsg >64 >64 >64 >64
CIMgg >64 >64 >64 >64 8
%SR 64,7 100 69 100
Cefotaxima
CIMsq <0,25 16 <0,25 16
ClMgg <0,25 64 <0,25 >64 0,25
%SR 5,9 100 1,4 100
Ceftazidima
ClMsg <0,5 4 £0,5 16 05
ClMgo <0,5 32 £0,5 32 !
%SR 5,9 92,3 1,4 100
Cefoxitina
ClMsg * 8 * 8 8
ClMgg * 32 * 16
%SR 0 23,1 0 22
Cefepime
CIMsq * 1 * 1
ClMgo * 32 * >32 0,125
%SR 5,9 76,9 1,4 100
Acido nalidixico
ClMsg >128 >128 >128 >128 16
ClMgg >128 >128 >128 >128
%SR 69,1 76,9 85,9 78
Ciprofloxacina
ClMsg 0,25 8 2 2
ClMgo 8 >8 >8 >8 0,064
%SR 73,5 76,9 81,7 90,2
Azitromicina
ClMso 8 8 8 8 16
ClMgo 8 64 32 32
%SR 1,5 30,8 11,3 14,6
Gentamicina
ClMsg £0,5 <0,5 <0,5 1 5
C||V|90 2 2 2 >32
%SR 7,4 7,7 9,9 7,1

ND — N&o definido; NA — N&o aplicavel; *- ndo aplicavel devido ao nimero insuficiente de
isolados testados para estes antibidticos.
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Tabela 2- Valores de CIMso e CIMg (Mg/L) e a frequéncia de suscetibilidade reduzida (%SR) de
E. coli comensais e E. coli presumiveis produtoras de enzimas ESBL e/ou AmpC geracao (CTXr)
em isolados de E. coli de frangos de producdo semi-intensiva (frangos industriais) e semi-
intensiva (frangos do campo).

Cloranfenicol
CIMsg <8 <8 <8 32

ClMgo <8 >128 128 >128 16
%SR 4,4 30,8 23,9 65,9

Colistina

ClMso <1 <1 <1 <1 5
ClMgg <1 <1 <1 <1

%SR 0 0 0 2,4

Tetraciclina

CIMso 4 64 64 64 8
C|M90 >64 >64 >64 >64

%SR 50 53,8 56,3 73,2
Sulfametoxazole

ClMsg <8 >1024 1024 >1024 64
ClMago >1024 >1024 >1024 >1024

%SR 36,8 61,5 50,7 87,8
Trimetoprim

ClMso <£0,25 >32 0,5 0,5 5
ClMg >32 >32 >32 >32

%SR 27,9 53,8 46,5 34,1

Temocilina

ClMso * 8 * 8

ClMgo * 8 * 16 ND
%SR 0 0 0 0

Tigeciclina

ClMso £0,25 £0,25 0,5 <0,25 ND
ClMago 0,5 £0,25 1 0,5

%SR 0 0 0 0

Meropenem

ClMso <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0125
ClMgo <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 !
%SR 0 0 0 0

Ertapenem

ClMso * <0,015 * <0,015 006
ClMgg * 0,03 * 0.06 !
%SR 0 0 0 49

Imipenem

ClMsg * 0,25 * 0,25 05
ClMgg * 0,25 * 0,5 ’
%SR 0 0 0 2,4

Cefotaxima+

acido clavulanico

ClMso * <0,06 * <0,06 NA
CIMgo * 4 * 0,25

%SR 0 23,1 0 9,8

ND — Né&o definido; NA — Nao aplicavel; *- ndo aplicavel devido ao ndmero insuficiente de
isolados testados para estes antibidticos.
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Tabela 2- VValores de CIMsp e CIMgo (Mg/L) e a frequéncia de suscetibilidade reduzida (%SR) de
E. coli comensais e E. coli presumiveis produtoras de enzimas ESBL e/ou AmpC (CTXr) em
isolados de E. coli de frangos de producdo semi-intensiva (frangos industriais) e semi-intensiva
(frangos do campo).

Ceftazidima+
acido clavulanico

ClMso * <0,125 * 0,25 NA
CIMgg * 2 * 0,5
%SR 0 231 0 9,8
MDR (%) 50 61,5 60,6 87,8

ND - Néo definido; NA - Néo aplicavel; *- ndo aplicavel devido ao nimero insuficiente de
isolados testados para estes antibidticos; MDR — Multirresisténcia.

A comparacdo dos resultados obtidos para os diferentes tipos de producdo mostra que,
nas estirpes comensais, existe uma diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre
os isolados de E. coli de frango do campo e os de frango industrial na prevaléncia de
susceptibilidade reduzida para vérios antibidticos, designadamente o &cido nalidixico
(p=0,030), azitromicina (p=0,045), cloranfenicol (p=0,02) e trimetoprim (p=0,037). Para
as estirpes CTXr, a analise estatistica realizada demonstrou que a diferenca s é

significativa para o cloranfenicol (p=0,05) e para o cefepime (p=0,01) (Tabela 2).

As prevaléncias de resisténcia observadas as cefalosporinas de terceira geracdo nas
estirpes de E. coli comensais sdo relativamente baixas nos frangos de carne, apesar de ser
nesta espécie animal que surgem mais surtos de Enterobacteriaceae resistentes a estes
farmacos (Stedt et al., 2015; Lalak et al., 2016), o que esta de acordo com o descrito em
trabalhos anteriores realizados em animais de producdo em Portugal (Machado el al.,
2008), e noutros paises da Europa (Dessie et al., 2013; Managero et al., 2017; Roth el al.,
2018; Abbassi et al., 2021; Ewers et al., 2021). Neste estudo, os valores de CIMsge CIMgo
séo iguais ou superiores nos isolados de E. coli de frangos produzidos em regime

intensivo, para quase todos os antibidticos p-lactamicos (Tabela 2).

N&o sendo permitida a utilizagdo das cefalosporinas de terceira geracdo em animais de
producdo na Europa, alguns autores sugerem que a emergéncia de estirpes ESBL e
produtoras de carbapenemases nestes animais esta relacionada com a pressdo de co-
selegdo que resulta do uso de outros farmacos que néo os B-lactdmicos (Manageiro et al.,
2017; Saliu et al., 2017; Dandachi et al., 2018). Outros fatores a ter em considera¢ao na
analise da existéncia de estirpes resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo em
frangos de carne, é a presenca de bactérias portadoras de genes de resisténcia a estes

antimicrobianos no ambiente das exploragdes, a grande densidade animal principalmente
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nas exploracgdes de sistemas intensivos (Costa et al., 2009), e a importagdo de pintos do
dia de paises onde é permitida a administracdo de cefalosporinas de 3? geracao, e que séo

portadores de bactérias resistentes (Saliu et al., 2017).

Grande parte das populagOes bacterianas de ambos os tipos de producdo apresentam
elevados niveis de SR as quinolonas e fluoroquinolonas, o que é demonstrado pelos
valores de CIMgo que sdo superiores a 128 mg/L para o acido nalidixico e iguais ou
superiores a 8 mg/L para a ciprofloxacina em todas as populacfes bacterianas estudadas
(Tabela 2). Este facto pode ser explicado pelo recurso bastante frequente a enrofloxacina
na producdo de frangos de carne. A utilizagéo desta fluoroquinolona, de uso exclusivo
para medicina veterinaria, pode resultar na pressao seletiva de estirpes com mutacoes
cromossomicas e/ou portadoras de genes PMQR que conferem resisténcia a antibioticos
desta classe, tais como o acido nalidixico e a ciprofloxacina (Literak et al., 2013; Perrin-
Guyomard et al., 2020).

E de salientar a prevaléncia de resisténcia moderada nos isolados CTXr de frangos do
campo a azitromicina (30,8%) (Figura 12). Visto que este antibiotico ndo estéa autorizado
para uso em medicina veterindria em Portugal na producdo animal, esta perda de
susceptibilidade pelas estirpes pode ser explicada pela resisténcia cruzada com a tilosina,
um antibacteriano da classe dos macrdélidos, muito utilizado na producéo de frangos de

carne para o tratamento de infe¢Ges do tracto respiratorio (Roth et al., 2018).

As prevaléncias de resisténcia as tetraciclinas sdo elevadas, sendo os valores de
prevaléncia de susceptiblidade reduzida iguais ou superiores a 50% e a CIMgg sempre
superior a 64 mg/L em ambos os regimes produtivos. Estes farmacos constituem uma
classe de antibioticos administrados frequentemente a frangos de carne para o tratamento
de infe¢des por E. coli, com oxitetraciclina, ou para controlar infe¢cbes por Mycoplasma

sp., com doxiciclina (Sreejith et al., 2020).

Nas estirpes de E coli comensais de frango do campo, observa-se uma grande
discrepéncia entre os valores de CIMso e ClIMgo para a ciprofloxacina, tetraciclina,
sulfametoxazole e trimetoprim (Tabela 2), o que pode indicar a existéncia de duas
subpopulacbes bacterianas distintas a colonizar o trato gastrointestinal destes animais,

com diferentes niveis de resisténcia (Clemente et al., 2015; Mourand et al., 2020).

A prevaléncia de resisténcia a colistina é muito baixa, tendo sido encontrado apenas um

isolado de frango industrial CTXr. Embora Portugal seja o segundo pais da Europa que

46



mais utiliza este antimicrobiano na produgdo animal (EMA/ESVAC, 2020), é utilizada

principalmente em suinos e perus.

Nas estirpes CTXr de producdo industrial, observaram-se dois isolados com resisténcia
ao ertapenem, e um isolado resistente ao imipenem, contudo n&o foram encontrados genes
que codificam carbapenemases, tais como blavim, blakec € blaime. Embora os valores da
CIM ao ertapenem nestas trés estirpes sejam de uma diluicdo acima dos valores de
ECOFF estabelecidos, a diminuicdo de suscetibilidade a este antibiotico pode estar
relacionada com a presenca de mecanismos de efluxo, ou perda/alteragfes nas porinas
OmpF e OmpC (Chetri et al., 2019). Sendo as alteragdes na permeabilidade da membrana
celular responsaveis pela diminuicdo da acdo dos antibidticos (Warner et al., 2013;
Tangden et al., 2013; Kong et al., 2018), quando associadas a presenca de genes que
codificam enzimas ESBL ou AmpC, poderdo ser responsaveis pelo aparecimento de
estirpes com susceptibilidade reduzida aos carbapenemos (Tangdén et al., 2013). A
resisténcia a estes B-lactamicos em bactérias da familia Enterobacteriaceae isoladas de
animais ndo € frequente, apesar de ja ter sido detetada globalmente em animais de

producgéo, animais de companhia e animais selvagens (Kock et al., 2018).

Foram identificadas sete estirpes de E. coli de frango do campo (8,6%) e apenas quatro
(3,6%) estirpes de E. coli de frango industrial que apresentam suscetibilidade a todos os
antibidticos testados. Num estudo que avalia a RAM em estirpes comensais de
Escherichia coli também se verifica que existe uma maior prevaléncia de estirpes
totalmente susceptiveis provenientes de exploracdes ndo convencionais relativamente as
exploracbes convencionais, € os valores sdo semelhantes aos registados neste estudo
(Pesciarolli et al., 2020)

As populacdes de estirpes CTXr de ambos 0s tipos de producdo demonstram também
prevaléncias de resisténcia superiores a azitromicina, cloranfenicol, colistina, tetraciclina,
sulfametoxazole e trimetoprim, comparando com as estirpes comensais. Este facto podera
indicar que os genes de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo e ou cefamicinas
sdo selecionados por mecanismos de co-selecdo associados a cassetes genéticas e em
EGMs como plasmideos, 0s quais podem conter genes que codificam mecanismos de

resisténcia a outras classes de antibioticos (Blaak et al., 2015).
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1.2 Prevaléncia dos fendtipos de resisténcia aos antibioticos p-lactamicos

O fen6tipo presumivel mais comum nas estirpes de ambos os tipos de producdo é o ESBL,
encontrando-se em 76,9% dos isolados CTXr de frango do campo e 78% dos isolados
CTXr de frango industrial (Figura 13). Este fenotipo é o mais frequentemente encontrado

em estirpes isoladas de amostras fecais de frangos (Alegria et al., 2020).

O feno6tipo ESBL + AmpC foi o segundo mais frequente nos isolados CTXr de frango
industrial (12,2%), mas nao foi encontrado nos isolados CTXr de frango do campo. O
fendtipo AmpC foi identificado nos dois tipos de producdo, sendo mais prevalente nos
isolados CTXr de frango do campo (23,1%), do que nos de frango industrial (9,8%).

Semi-intensiva Intensiva

=ESBL = AmpC =ESBL = AmpC = ESBL+AmpC

Figura 13-Proporcéo dos fenétipos presumiveis produtores de B-lactamases de espectro alargado
(ESBL) e/ou B-lactamases AmpC em estirpes de E.coli CTXr (presumiveis produtoras de
enzimas ESBL e/ou AmpC) isoladas de frangos de producdo semi-intensiva e intensiva

Nas estirpes comensais foi apenas encontrada um isolado de frango industrial e quatro
isolados de E. coli de frango do campo com resisténcia as cefalosporinas de terceira

geracdo, e todas possuem o fenotipo ESBL.

1.3 Padrdes de multirresisténcia

Foram identificadas 42 estirpes de E. coli de frango do campo (51,9%), e 77 estirpes de
E. coli de frango industrial (68,8%) com resisténcia a pelo menos trés classes de
antibiodticos. A prevaléncia de estirpes MDR de frango industrial encontrada é inferior a

um outro estudo realizado por Manageiro et al., (2017). Os varios padrGes de
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multirresisténcia observados encontram-se na Tabela 3, de acordo com o tipo de producao

dos animais.

No total foram observados 45 perfis de multirresisténcia distintos, existindo 15 perfis
comuns a ambos os tipos de produgéo. Dos restantes 30, apenas seis perfis distintos foram
encontrados somente em isolados de E. coli de frango do campo, e 24 foram encontrados

exclusivamente em isolados de E. coli de frango industrial.

O antibidtico mais frequente nos perfis de multirresisténcia é a ampicilina (n=42),
seguindo-se a ciprofloxacina (n=40), o sulfametoxazole (n=39), e o acido nalidixico
(n=35).

Identificaram-se 22 perfis de MDR (48,9%) em que as estirpes exibem resisténcia, no
minimo, a duas classes de antimicrobianos classificados como sendo de importancia
critica de méxima prioridade, tais como as cefalosporinas de terceira geracdo, as
fluoroquinolas, e os macrolidos. A maioria destes 22 perfis (63,6%), estdo presentes
apenas em isolados de E. coli de frango industrial. As estirpes de E. coli de frango
industrial resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo apresentam um nimero
consideravelmente superior de padrGes de multirresisténcia diferentes (n=19),

comparando com as estirpes de E. coli de frango do campo (n=7).

O perfil mais prevalente (AMP-CIP-NAL-SMX-TET-TMP) foi identificado em 19% dos
isolados de E. coli de frango do campo e, globalmente, é também o perfil mais comum
considerando o conjunto de todas as estirpes estudadas (12,6%). Nos isolados de E. coli
de frango industrial, o perfil com maior prevaléncia (AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-
SMX-TET-FEP) é exibido em 13% dos isolados; este perfil corresponde a apenas 2,4%
dos isolados de E. coli provenientes de frango do campo. Apesar de em Portugal os
macroélidos e as polimixinas fazerem parte das classes de antibi6ticos mais utilizados em
avicultura (Costa 2019; comunicacdo pessoal), os antimicrobianos como a azitromicina e
a colistina ndo fazem parte dos fenétipos MDR mais prevalentes em nenhum dos tipos de
producdo. Pelo contrério, os isolados de E. coli de frango industrial com o perfil
fenotipico MDR mais prevalente s&o resistentes a varias cefalosporinas de terceira

geracdo, apesar de ser proibida a utilizacdo destes farmacos na Europa.

Em outros estudos realizados em aves de sistemas de producédo intensivos em Portugal
(Manageiro et al., 2017) e na Europa (Schink et al., 2013), também se encontraram
isolados MDR que apresentam co-resisténcia a cefalosporinas de terceira geracédo, e
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antibidticos de outras classes como as quinolonas e fluoroquinolonas, tetraciclinas,

sulfametoxazole e cloranfenicol.

Verifica-se, por isso, que as estirpes de E. coli de frango industrial apresentam perfis de
multirresisténcia mais diversos e a mais antibidticos em simultaneo, do que as estirpes de
E. coli de frango do campo. Este facto pode estar relacionado com uma maior pressao
seletiva exercida ao longo do tempo, pelo uso mais frequente e a uma maior variedade de
antimicrobianos, associada a uma eficiente captura de determinantes de resisténcia (como
por exemplo os genes bla) por EGMs, em aves do regime intensivo em relacéo as aves
do regime semi-intensivo, o que permitiu a selecdo de estirpes com resisténcia a um maior

ndmero de antimicrobianos.
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Tabela 3- Prevaléncia dos padrdes de multirresisténcia observados nas estirpes de E. coli isoladas de frangos do campo (n=42) e frangos industriais (n=77).

Frangos do campo Frangos industriais Total
Padrées de multirresisténcia N % N % N %
AMP-CIP-NAL-TET 7 16,6 2 2,6 9 7,6
AMP-CIP-SMX-TMP 1 2,4 0 0 1 0,8
AMP-CIP-NAL-SMX 1 2,4 1 1,3 2 1,7
AMP-SMX-TET-TMP 2 4,8 2 2,6 4 3,4
AMP-CIP-GEN-NAL 1 2,4 0 0 1 0,8
AMP-CHL-CIP-NAL 0 0 1 1,3 1 0,8
CIP-GEN-NAL-SMX 1 2,4 0 0 1 0,8
CIP-NAL-SMX-TET 2 4,8 1 1,3 3 2,5
GEN-SMX-TET-TMP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-CIP-NAL-SMX-TET 2 4,8 1 1,3 3 2,5
AMP-CIP-NAL-SMX-TMP 1 2,4 1 1,3 2 1,7
AMP-CHL-CIP-NAL-SMX 0 0 2 2,6 2 1,7
AMP-CIP-NAL TET-TMP 1 2,4 3 3,9 4 3,4
AMP-CIP-SMX-TET-TMP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-CHL-CIP-NAL-TET 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-AZI-CIP-NAL-TMP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-CIP-NAL-SMX-TET-TMP 8 19 7 9,1 15 12,6
AMP-CHL-CIP-NAL-SMX-TMP 1 2,4 0 0 1 0,8
AMP-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-CHL-CIP-NAL-SMX-TET 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-AZI-CHL-NAL-SMX-TMP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-AZI-CIP-NAL-SMX-TET-TMP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP 2 4,8 9 11,7 11 9,2
AMP-AZI-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP 1 2,4 4 5,2 5 4,2
AMP-FOT-TAZ-CIP-SMX-FEP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CHL-GEN-SMX-FEP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-FEP 0 0 1 1,3 1 0,8



AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-SMX-TET-FEP 0 0 2 2,6 2 1,7
AMP-FOT-TAZ-CIP-SMX-TMP-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CHL-SMX-TET-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP 1 2,4 1 1,3 2 1,7
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP 2 4,8 2 2,6 4 3,4
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP 3 7,1 1 1,3 4 3,4
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP 1 2,4 10 13 11 9,2
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-SMX-TET-TMP-FEP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP-FOX-ETP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP 0 0 2 2,6 2 1,7
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-COL-NAL-SMX-TET-FEP 0 0 1 1,3 1 0,8
AMP-AZ|-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP 1 2,4 0 0 1 0,8
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP 2 4,8 0 0 2 1,7
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP 1 2,4 5 6,5 6 5
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP-FOX 0 0 1 1,3 1 0,8

AMP — Ampicilina; AZI — Azitromicina; FOT — Cefotaxima; TAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; COL — Colistina; GEN — Gentamicina;
NAL — Acido Nalidixico; SMX — Sulfametoxazole; TET — Tetraciclina; TMP — Trimetoprim; FEP — Cefepime; FOX — Cefoxitina; ETP - Ertapenem



2. Caracterizacdo genotipica dos isolados

Vaérias familias de genes bla que codificam diversas enzimas foram identificadas na
populacédo de E. coli isoladas de frango (Tabela 4 e Tabela 5). As B-lactamases do tipo
SHYV e do grupo CTX-M-1 séo predominantes nas estirpes de producgéo intensiva (50% e
38,1% respectivamente), enquanto as [-lactamases do tipo SHV e do tipo TEM
apresentam maior prevaléncia nas estirpes de producdo semi-intensiva e estdo ambas
presentes em 41,2% dos isolados resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo (Figura
14). No que respeita as enzimas da familia CTX-M, foram também detectadas enzimas
do grupo CTX-M-9.

Mutacéo no promotor
AmpC

Tipo blaCMY
Tipo blaTEM
Tipo blaSHV
Grupo blaCTX-M-9

Grupo blaCTX-M-1

0% 10% 20% 30% 40% 50%
Producéo semi-intensiva ® Producdo intensiva

Figura 14- Distribuicdo dos genes bla nas estirpes de E. coli com fen6tipo ESBL
e/ou AmpC isoladas de frangos de producdo intensiva e semi-intensiva

O gene bla mais frequentemente detetado neste estudo é o que codifica para a enzima
SHV-12, quer no regime intensivo (n=21), quer no regime semi-intensivo (n= 6) (Figura
15). Do grupo CTX-M-1 foi possivel identificar os genes blacrx-m-1 (regime semi-
intensivo= 4; regime intensivo= 4), blactx-m-32 (regime intensivo=2) e blactx-m-ss (regime

semi-intensivo=1; regime intensivo=9) (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4-Caracterizacdo genotipica das estirpes de E. coli resistentes as cefalosporinas de 32 gera¢do, isoladas de frangos produzidos em regime semi-intensivo

(n=17).

Amostra

1fc
2fc
3fc
4fc
5fc
6fc*
Tfc
8fc
ofc
10fc*
1ifc
12fc
13fc
l4fc
15fc
16fc

17fc

AC — Acido Clavulanico; AMP — Ampicilina; AZI — Azitromicina; FOT — Cefotaxima; TAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina;

Estirpe

Comensal
Comensal
Comensal
Comensal
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr

CTXr

Ano

2014
2014
2014
2014
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2020
2020

2020

Fenotipo

AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-FEP
AMP-FOT-CIP-NAL-FEP
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-FOX
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-FOX
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-FOX
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-AZI-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-
TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP

Inibicdo
pelo AC

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Nao
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Genes de resisténcia bla

blacTx-m-1
blarem.1; blaskv-12
blacTx-m-1
blastv-12
blacTx-m-1
blactx-m-14; blarem-1
blacmy-2; blatem-1
blastv-12
blacmy-2
blactx-m-14; blarem-1s
blacmy-2
blashv-type; blarem-type
blacrx-m-1; blarem-1
blastv-12
blashv-12
blactx-m-ss; blartem-type

blaskv-12

Integroes:
Classe I, 11

elll
Negativo
lell
Negativo
Negativo
I
I
Negativo
lell
Negativo
I
Negativo
Negativo
|
|
lell
I

GEN — Gentamicina; NAL — Acido Nalidixico; SMX — Sulfametoxazole; TET — Tetraciclina; TMP — Trimetoprim; FEP — Cefepime; FOX — Cefoxitina; *-

estirpe selecionada para WGS
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Tabela 5-Caracterizacdo genotipica das estirpes de E. coli resistentes as cefalosporinas de 3? geracdo, isoladas de frangos produzidos em regime intensivo (n=42).

Amostra
1fi
2fi *
3fi
afi
5fi
6fi
7fi
8fi
ofi
10fi
11fi
12fi
13fi
14fi
15fi
16fi
17fi
18fi
19fi
20fi
21fi

AMP — Ampicilina; AZI — Azitromicina; FOT — Cefotaxima; TAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina; COL — Colistina; GEN — Gentamicina;

Estirpe

comensal
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr
CTXr

Ano

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2020

Fenétipo

AMP-AZ|-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-COL-NAL-AMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP-FOX
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-FEP-FOX-ETP
AMP-FOT-TAZ-CHL-SMX-TET-FEP-FOX
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-AZ|-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP-FOX
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-FEP-IMI
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-AZ|-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-SMX-FEP
AMP-FOT-TAZ-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-SMX-TMP-FEP-FOX
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-SMX-TET-FEP

Inibicao
pelo AC
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
N3o
Sim
Sim
Sim

Genes de resisténcia
bla
blactx-m-ss5; blatem-type
blashv-12
blatem-s2c
blashv-12
blacmy-2; blatem-type
blashv-12
blashv-12
blashv-12
blactx-m-ss; blatem-type
blacTx-m-1; blarem-type
blacmy-2
blashv-12
blacTx-m-1
blacTtx-m-ss
blacrx-m-s5; blarem-type
blashv-12
blacTx-m-1
blacmy-2; blarem-1
blashv-12
blacTx-m-ss
blaskv-12

Integroes

I
I
I
lell
Negativo
lell
lell
I
I
I
I
Negativo
Negativo
I
I
I
I
Negativo
Il
Negativo
I

NAL — Acido Nalidixico; SMX — Sulfametoxazole; TET — Tetraciclina; TMP — Trimetoprim; FEP — Cefepime; FOX — Cefoxitina; ETP — Ertapenem; *-estirpe
selecionada para WGS
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Tabela 5- Continuagédo

Amostra Estirpe
22fi CTXr
23fi CTXr
24fi CTXr
25fi CTXr
26fi CTXr
27fi CTXr
28fi CTXr
29fi CTXr
30fi CTXr
31fi CTXr
32fi CTXr
33fi CTXr
34fi CTXr
35fi CTXr
36fi CTXr
37fi CTXr
38fi CTXr
39fi CTXr
40fi CTXr
41fi CTXr
42fi CTXr

Ano

2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

2020

2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

Fenétipo

AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP-FOX
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP

AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TMP-FEP-FOX-ETP

AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-FEP
AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-SMX-TET-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-GEN-SMX-FEP

AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP+FOX

AMP-AZ|-FOT-TAZ-CHL-CIP-SMX-TET-TMP-FEP
AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-SMX-TET-FEP

AMP-AZI-FOT-TAZ-CHL-CIP-GEN-NAL-SMX-TET-TMP-FEP-FOX

AMP-FOT-TAZ-CHL-CIP-NAL-SMX-TET-TMP-FEP

Inibicao
pelo AC
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Genes de resisténcia
bla
blashv-12
blashv-12
blacTx-m-ss
blashv-12
blaspv-12; blatem-1
blashv-12
blashv-12
blacTx-m-s5; blatem-type
blacTx-m-32;
mutacao no gene
promotor AmpC
(posicéo 28)
blashv-12
blacTx-m-o
blacTx-m-1
blashv-12
blacTx-m-ss; TEM-1
blashv-12
blacTx-m-32: sHv-12
blarem-1; blacmy-type
blacTx-m-1; blarem-1
blashv-12
blacrx-m-ss; blarem-type
blashv-12

Integroes

Negativo
Negativo

I
Negativo
Negativo
Negativo

I

I

lell
lell
lell

I

I

I

AC — Acido Clavulanico; AMP — Ampicilina; AZI — Azitromicina; FOT — Cefotaxima; TAZ — Ceftazidima; CHL — Cloranfenicol; CIP — Ciprofloxacina;
COL- Colistina; GEN — Gentamicina; NAL — Acido Nalidixico; SMX — Sulfametoxazole; TET — Tetraciclina; TMP — Trimetoprim; FEP — Cefepime; FOX —

Cefoxitina; ETP-Ertapenem
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Segundo varios estudos, os genes predominantes em aves na Europa sao 0s que pertencem
ao grupo blactx-m-1, sendo as enzimas SHV-12 também muito prevalentes (Alonso et al.,
2017; Dandachi et al., 2018; Niero et al., 2018; Cormier et al., 2019; Ewers et al., 2021).

Todavia, existem grandes diferencas entre paises, no que diz respeito as enzimas ESBL
mais frequentemente encontradas em frangos (Saliu et al., 2017; Gundran et al., 2019).
O Reino Unido, os Paises Baixos e a Alemanha, estdo entre os paises europeus com uma
elevada prevaléncia de enzimas CTX-M-1 detetadas em amostras de frangos (Saliu et al.,
2017; Irrgang et al., 2018). Espanha, pelo contrario, pertence aos paises europeus com
baixa prevaléncia desta enzima, mas alta prevaléncia da enzima SHV-12 nos animais de
producéo (van Hoek et al., 2016; Saliu et al., 2017; Ewers et al., 2021). Os resultados do
presente trabalho estdo de acordo com o estudo realizado em 2017 por Manageiro et al.,
em que o gene blashv-12 foi 0 mais frequentemente detetado em estirpes de aves em

Portugal, seguindo-se as enzimas do grupo CTX-M-1.

50
45 I
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35
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e ]
20
15 7
10
.
) ]
Semi-intensivo Intensivo
u Tipo TEM m Tipo SHV uTEM-1 SHV-12
mCTX-M-1 CTX-M-55 CTX-M-14 CMY-2
CTX-M-32 mCTX-M-9 H TEM-52 Familia CMY

Figura 15-Distribui¢do dos genes que codificam B-lactamases nos
isolados de E.coli produtores de enzimas ESBL e PMA nos sistemas
de producdo de frangos de carne em regime intensivo e semi-intensivo

A enzima CTX-M-32 deriva da CTX-M-1 com alteracéo apenas de um aminoéacido (Diaz-
Jimenez et al., 2020). Em Portugal, esta enzima além de identificada em frangos (Costa

el at., 2009) foi detetada em estirpes de E. coli de suinos (Ramos et al., 2013), bovino
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(Ledo et al., 2021) e cdes (Meireles et al., 2015). No nosso trabalho, este gene foi
encontrado em duas estirpes de E. coli obtidas a partir de animais de produgéo intensiva,
uma das quais transportava também o gene blasnv. A co-ocorréncia de genes bla de
diferentes familias tem sido reportada em E. coli (Gundran et al., 2019), geralmente

aumentando o nivel de resisténcia e trazendo vantagem para as bactérias.

A enzima CTX-M-55 foi identificada num numero consideravel de estirpes de E. coli de
frango do campo, apesar de ndo existirem muitos estudos que fagcam referéncia a esta
enzima em aves na Europa. J& foi identificada em cées e gatos em Portugal e em frangos
de carne na Algeria (Carvalho et al., 2021) e Tunisia (Hassen et al., 2020). No entanto,
este gene blacTx-m-s5 parece ser o mais comum e dominante em estirpes de E. coli isoladas
de animais domésticos (Hassen et al., 2020) e, por vezes, em exploracfes de frangos na
China (Shafiq et al., 2021; Wei et al., 2021).

No que respeita ao grupo CTX-M-9, foram identificadas duas estirpes isoladas do regime

semi-intensivo com o gene blacrx-m-14, € apenas uma estirpe do regime intensivo com o
gene blactx-m-9. O gene blactx-m-14 ndo € muito frequente nos animais de producdo na
Europa (Ewers et al., 2021), mas num estudo realizado em Portugal em 2009 por Costa
et al., foi um dos genes encontrados em amostras de fezes de frango. Em paises como
Inglaterra, Espanha e Portugal, € o gene que codifica enzimas da familia CTX-M mais
frequentemente detetado em animais selvagens (Stedt et al., 2015).

O gene blactx-m-9 € mais frequente na producdo de carne de aves em paises asiaticos
(Gundran et al., 2019; Liu et al., 2020). Este gene foi identificado pela primeira vez em
Portugal em carne de frango de retalho em 2012 (Silva et al., 2012), e ja foi detetado no
contetdo fecal de frangos em paises europeus, designadamente Italia (Dandachi et al.,
2018). E uma variante importante do ponto de vista da satde plblica, pois é reportada
com alguma frequéncia em isolados humanos, particularmente em Espanha e no Reino
Unido (Gundran et al., 2019).

No que respeita a familia TEM, a variante mais prevalente é a TEM-1, que ndo é
responsavel pelo fenétipo ESBL. Além do gene blatem-1 (regime semi-intensivo=>5;
regime intensivo= 5), foi identificado o gene blatem-s2, responsavel pelo fenotipo ESBL
numa estirpe proveniente de frangos industriais. Neste trabalho a co-ocorréncia de genes
de resisténcia aos B-lactamicos é frequente, e corresponde essencialmente a associagao

do gene blarem-1a outro gene bla (blacTx-m-14, blacmy-2, blaskv-12, blactx-m-s5, blactx-m-s2,
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e blactx-m-1). Verifica-se em 41,2% das estirpes de E. coli de frango do campo com
resisténcia as cefalosporinas de terceira geragdo e 33% dos isolados de E. coli de frango

industrial com resisténcia a estes antimicrobianos.

Em Portugal, um estudo anterior realizado em frangos saudaveis abatidos no matadouro
revelou uma elevada presencga do gene blatem-s2 (Costa el al., 2009). Estudos anteriores
indicam ainda que, no nosso pais, esta enzima é uma das ESBL do tipo TEM mais comum
em infecdes em humanos (Costa et al., 2009) e ja foi detetada noutros animais de
producdo como suinos (Rodrigues et al., 2013), em avestruzes (Carneiro et al., 2010),
lobo ibérico (Goncalves et al., 2012), gaivotas (Poeta et al., 2008), animais de companhia
(Costa et al., 2004), e peixes (Sousa et al., 2011).

Nas estirpes com fen6tipo AmpC e ESBL+AmpC, a pesquisa de genes ampC plasmidicos
permitiu a identificacdo de genes pertencentes a familia CMY, designadamente da
variante blacwmy-2 (regime semi-intesivo=3; regime intensivo=3) (Tabelas 4 e 5). Esta
enzima, frequentemente encontrada em estirpes de E. coli em varias regides da Asia,
America do Norte, € a variante AmpC plasmidica da familia CMY mais detetada na
Europa (Jacoby, 2009; Huijbers et al., 2014; Pietsch et al., 2018; Ewers et al., 2021), e a
aumentar nos ultimos anos em Enterobacteriaceae isoladas de animais de producéo
(Pietsch et al., 2018).

No geral, os resultados deste estudo estdo concordantes com outros trabalhos que
mostram que, entre 0s animais de producdo, as aves sdo a espécie onde sdo mais
frequentemente detetadas enzimas ESBL, sendo 0s genes blactx-m-1, blashv-12, € blacwmy-
2,08 predominantes (Stedt et al., 2015; Saliu et al., 2017).

Alguns estudos indicam que os animais de producdo constituem uma fonte de infecéo
humana causada por estirpes de E. coli resistentes as cefalosporinas de espetro alargado
(Stedt et al.,2015; Saliu et al., 2017). Segundo van Hoek et al. (2020), os genes
ESBL/AmpC predominantes em trabalhadores de exploracdes de frango séo blactx-m-1 €
blacmy-2, que foram também detetados em varios isolados de ambas as producfes de

frango de carne neste estudo.

Nas estirpes com fenotipo AmpC, em que nao foram detetados genes ampC plasmidicos,
fez-se a pesquisa de mutagdes no gene cromossémico ampC. No isolado 30fi detetou-se
uma mutacgao no promotor na posicdo -28 (G-A). De acordo com Tracz et al, (2007), esta

mutacdo ndo contribui significativamente para aumentar a expressdo do promotor.
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Todavia, a expressdo da enzima AmpC aumenta em 1 a 3 dilui¢des de base 2, pelo que
esta de acordo com os resultados obtidos, em que a CIM da cefoxitina é de apenas 16
mg/L neste isolado.

Nos restantes isolados com fendtipo AmpC, 3fi, 6fi, 24fi e 41fi, que apresentam
igualmente CIM da cefoxitina de 16 mg/L, ndo foram encontradas muta¢des no gene
ampC que possam causar sobreexpressdo da enzima. Deste modo, a diminuicdo da
susceptibilidade a este antimicrobiano pode estar relacionada com a presenca de genes de
resisténcia que codificam bombas de efluxo, ou diminui¢cdo do numero de porinas na

membrana celular (Jacoby, 2009).
3. Elementos genéticos moveis

A presenca de integdes é mais frequente nos isolados da producgdo intensiva em
comparagdo com os da producao semi-intensiva (Figura 16). A classe de integrdes do tipo
| € a mais prevalente nos dois tipos de producéo, encontrando-se em 46,4% dos isolados
de aves produzidas em regime intensivo, e 29,6% dos isolados de aves produzidas em
regime semi-intensivo. Os integrdes da classe 11 foram identificados com uma ocorréncia
bastante inferior e com maior expressdo nos isolados de E. coli de frango do campo
comparativamente aos de frango industrial (3,7% e 0,89%, respectivamente). Foram
também encontrados integrdes destas duas classes em conjunto na mesma estirpe em
9,82% dos isolados de E. coli de frangos produzidos em sistema intensivo e 4,94% dos

isolados de E. coli de frangos produzidos em regime semi-intensivo (Figura 16).

A presenca de integrdes é comum em isolados bacterianos MDR (Kargar et al., 2014). Os
da classe | sdo os mais frequentemente detetados em Portugal e em vérias outras regides
do globo (Machado el al., 2008; Clemente et al., 2015), seguindo-se os da classe 1l
(Dessie et al., 2013).

Né&o foram observados integrdes da classe I11, o que esta de acordo com varios estudos
que referem que é a classe menos frequente (Kargar et al., 2014). Embora ja encontrados
em E. coli em paises europeus, tais como a Suica (Deng et al., 2015), os integrGes da
classe 111 sdo mais frequentes noutras regi6es do globo, como no Irdo (Kargar et al., 2014)
e na India, (Elizabeth et al., 2018), em estirpes portadoras de genes que codificam

enzimas CTX.

60



100%
90%
80%
70%
60%

50% ]

40%
30%
20%
10%

0%
Producéo intensiva Producéo semi-intensiva

I 1l mlell Nenhum

Figura 16-Distribuicdo dos integrdes nas estirpes de E. coli isoladas de animais
produzidos em sistemas de producéo intensiva e producao semi-intensiva

4. Caracterizacdo gendémica dos isolados submetidos a Sequenciacdo do
Genoma Completo (WGS)

A Sequenciacdo do Genoma Completo (WGS) é uma ferramenta cuja utilizacdo possui
muitas vantagens na investigacao, permitindo a identificacdo e caracterizacao de estirpes
de bactérias resistentes de forma muito mais rapida e precisa que 0s métodos
convencionais. E cada vez mais utilizada em programas de vigilancia epidemioldgica n&o
s6 na RAM, mas também no controlo da disseminacao de estirpes patogénicas (Gurwitz,
2018).

Neste estudo recorreu-se a WGS para analisar o genoma de trés isolados selecionados
pelo seu fendtipo multirresistente aos antibidticos de importancia critica, designadamente
as cefalosporinas de 3% geracdo, colistina, fluoroquinolonas e macrélidos. Os perfis
genéticos dos isolados obtidos pela anlise bioinformatica utilizando as ferramentas do
CGE estédo de acordo com os resultados fenotipicos, e encontram-se detalhados na tabela
6.
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Tabela 6-— Caracteristicas do genoma das estirpes MDR de E. coli
Sequenciagdo do Genoma Completo (WGS).

seleccionadas para

Isolado 2fi 6fc 10fc
Espécie Escherichia Escherichia Escherichia
coli coli coli
MLST ST 10 ST 744 ST 744
Sero6tipo 0166; H25 0101: H10 0101: H9
Plasmideos Col,
IncB/O/K/Z,; IncFIB; IncFIB;
Incll; Incll; Incll;
IncX4; IncW Incl2;
p0111
Filogrupo A A A
Determinantes Sulfonamidas sul3 sull; sul2 sull; sul2
de resisténcia  Colistina mer-1.1 - -
B-lactamicos blaskv-12 blacTx-m-14; blacTx-m-14;
blatem-18 blarem-18
Macrolidos - mph(A) mph(A)
Fenicois cmlAl catAl catAl
Tetraciclinas tet(A) tet(B) tet(B)
Timetoprim i dfrA17; dfrA17
dfrA5
Quinolonas e gyrA parC (p.A56T) parC (p.A56T)
Fluoroquinolonas  (p.S83L) gyrA (p.D87N) gyrA(p.D87N)
(p.S83L) (p.S83L)

Neste estudo, as estirpes sequenciadas evidenciam a presenca de determinantes de
resisténcia a varias classes de antimicrobianos, incluindo os CIA. A estirpe de frango
industrial (2fi) possui genes de resisténcia as sulfonamidas (sul3), colistina (mcr-1.1), B-
lactamicos (blasnv-12), fenicois (cmlAl), tetraciclinas (tetA), e uma mutagdo no promotor
do gene gyrA. As duas estirpes de E. coli de frango do campo (6fc e 10fc) tém um perfil
genotipico bastante semelhante, e possuem genes de resisténcia as sulfonamidas (sull e
sul2), B-lactamicos (blacTtx-m-14 € blatem-1), macrolidos (mphA), fenicois (catAl),
tetraciclinas (tetB), trimetoprim (dfrA17 e dfrA5), e mutagdes nos genes parC e gyr A. Na
regido do mediterraneo, as tetraciclinas, sulfonamidas, fluoroquinolonas e polimixinas,

s&o as classes de antibidticos mais prescritas no setor veterinario (Dandachi et al., 2018).

O gene mph(A) foi identificado nos dois isolados de E. coli provenientes de frango do
campo com resisténcia a azitromicina com valores de CIM elevados (6fc: CIM>64 mg/L
e 10fc: CIM=32 mg/L). Este gene, que codifica uma fosforilase, é o mais frequentemente
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encontrado em estirpes com susceptibilidade reduzida aos macrdlidos, e dissemina-se
através de elementos genéticos mdveis. Este é considerado o principal mecanismo
responsavel pela resisténcia a azitromicina, estando a sua presenga associada a valores de
CIM > 32mg/L. Ainda que ndo esteja definido o valor de ECOFF para este antimicrobiano
pelo EUCAST, alguns estudos indicam que 32 mg/L é um valor indicativo adequado para

a identificacdo da presenca deste mecanismo de resisténcia (Gomes et al., 2019).

A presenca dos genes tet(A) e tet(B) conferem resisténcia as tetraciclinas, antibioticos
largamente utilizados nos animais de producdo em todo o mundo (Mgller et al., 2016;
Sreejith et al., 2020). O desenvolvimento da resisténcia a esta classe de antimicrobianos
em bactérias de Gram-negativo ocorre, essencialmente, através da existéncia de bombas
de efluxo libertando o antibiotico para o exterior da célula bacteriana. Os genes tet(A) e
tet(B) detetados neste estudo, sdo os mais frequentemente encontrados em estirpes de
Escherichia coli (Bryan et al., 2004; Mgller et al., 2016; Abbassi et al., 2021).

Existem varios mecanismos de resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas, mas as
mutacdes localizadas na regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR) no
gene gyrA e parC constituem o mecanismo de resisténcia que contribuem para 0 maior
aumento dos valores da CIM (Saenz et al., 2003; Shigemura et al., 2012). Neste estudo,
o isolado de frango industrial (2fi) apresenta uma mutagdo no gene gyrA com substitui¢éo
de um aminoécido (Ser-83—Leu), que ¢é reconhecida como uma das substituicdes mais
frequentes (Vanni et al., 2014). A presenga de apenas uma substituicdo na proteina GyrA
esta associada a uma pequena diminuicdo da susceptibilidade a ciprofloxacina (CIM=
0.03-1 mg/L) (Saenz et al., 2003; Vanni et al., 2014), contudo neste estudo a estirpe 2fi
tém uma CIM>8 mg/L. Este facto pode estar relacionado com a presenca de bombas de
efluxo que resultam em valores mais elevados de CIM a ciprofloxacina (Saenz et al.,
2003). Nas duas estirpes de E. coli de frango do campo (6fc e 10fc) identificaram-se duas
mutacdes no gene gyrA que resultam em substituicbes de aminoacidos (Ser-83—Leu;
Asp-87—Asn) frequentemente encontradas em E. coli (Yoon et al., 2020), e uma no gene
parC (Ala-56—Thr). As substituicGes de trés aminoacidos (dois na GyrA e um na ParC)
estdo associadas a uma resisténcia moderada/elevada a ciprofloxacina (8-32 mg/L) (Saenz
et al., 2003; Vanni et al., 2014) tal como se verifica nestas estirpes que possuem uma
CIM >8 mg/L.

Genes de resisténcia aos fenicois, designadamente catAl e cmlAl, foram identificados no
genoma dos isolados de ambos os regimes de producédo. O cloranfenicol & um antibiotico
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de largo espectro que ja nao é utilizado em animais de producdo. A resisténcia a este
antibiotico pode ser mediada por enzimas como a CATA1 (cloranfenicol acetyl
transferase), ou por bombas de efluxo codificadas por genes como o cmlA ou flo (YYagoob
et al., 2018). Estes genes podem ser selecionados e co-transferidos simultaneamente com
genes de resisténcia a outros antimicrobianos (em cassetes de genes ou EGMs como

plasmideos) aprovados para a utilizacdo em animais de producdo (Bischoff et al., 2005).

A combinacéo sulfametoxazole-trimetoprim é utilizada em frangos de carne por ser eficaz
no controlo de infe¢bes por E. coli, mas ndo é utilizado com frequéncia em Portugal
(Costa 2019, comunicacgéo pessoal). O isolado de frango industrial possui 0 gene sul3 e
nos dois isolados de E. coli de frango do campo detetaram-se os genes sull, sul2, dfrA5
e dfrAl17. Os genes sul sdo responsaveis pela resisténcia as sulfonamidas nas bactérias de
Gram-negativo e codificam formas da enzima alvo destes antibiéticos, a dihidropeteroato
sintetase (Blahna et al., 2006). O gene sull encontra-se muitas vezes descrito como
fazendo parte do segmento conservado 3'-CS dos integrfes da classe I, que sdo 0s mais
frequentes em bactérias da familia Enterobacteriaceae (Blahna et al., 2006; Soufi et al.,
2011). Os genes sul3, apesar de menos frequentes, sdo muitas vezes descritos como
fazendo parte de uma sequéncia genética (qacH-1S440-sul3) ligada também a integrdes
da classe I, mas que ndo possuem o classico segmento 3’-CS (Soufi et al., 2011; Abbassi
et al., 2021). O gene sul2 localiza-se normalmente em plasmideos conjugativos de
pequenas dimensdes, ou plasmideos de grandes dimensGes que alojam genes de
resisténcia a varias outras classes de antibidticos. Pelo facto de o modo de transferéncia
dos genes sull e sul2 entre estirpes ser diferente, € comum estes genes coexistirem no
mesmo isolado, tal como se verifica nos isolados 6fc e 10fc (Blahna et al., 2006; Abbassi
et al., 2021). A resisténcia ao trimetoprim ocorre por mutacdes na enzima dihidrofolato
redutase, codificada por genes dfr. Sdo conhecidos cerca de 30 genes dfr que estdo
normalmente associados a integrées, sendo o gene dfr17 um dos mais frequentes (Brolund
etal., 2018).

Na estirpe 2fi confirmou-se a presenca do gene de resisténcia a colistina mcr-1. Este gene
foi j& identificado em diversas espécies bacterianas, provenientes de varias espécies
animais, do meio ambiente, e de alimentos como carne e vegetais (Jones-Dias et al., 2016;
Manageiro et al., 2017; Sun et al., 2018). Pensa-se que a principal causa da emergéncia e
transmissdo do gene mcr-1 tem sido a utilizacdo abusiva de colistina em animais de

producdo (Sun et al., 2018; Javed et al., 2020). Portugal é o segundo pais europeu com
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maior consumo de colistina na atividade pecuaria (EMA/ESVAC, 2020), e este
antibidtico € um dos mais utilizados na producdo de aves, principalmente perus (Costa
2019, comunicagdo pessoal). Este isolado é MDR, apresentando varios outros genes de
resisténcia, incluindo o gene blasnv-12 que codifica uma ESBL.Varios estudos referem
que a proporc¢éo de genes mcr-1 em bactérias E. coli produtoras de ESBL em animais tem
vindo a aumentar consideravelmente, comparando com a baixa prevaléncia deste gene
em estirpes ndo produtoras de P-lactamases, sugerindo que a utilizagdo de colistina
favorece a selecdo e disseminacdo de estirpes portadoras de genes de resisténcia as
cefalosporinas de segunda, terceira e quarta geracdo (Lalak et al., 2016; Haenni et al.,
2017; Clemente et al., 2019; Perrin-Guyomard et al., 2020).

Os trés isolados sequenciados pertencem ao filogrupo A, tal como noutro estudo realizado
em Portugal, em isolados comensais de E. coli de aves (Machado el al., 2008). Nalguns
paises europeus da regido da bacia do mediterréneo, estd também documentado que 0s
isolados de E. coli produtores de -lactamases ESBL e AmpC com origem em aves, Sao

principalmente do filogrupo A (Saliu et al., 2017; Dandachi et al., 2018).

Foram identificados dois sequence types diferentes; a estirpe de frango industrial pertence
ao ST10, e as duas estirpes de E. coli de frango do campo pertencem ao ST744. A detecdo
de uma estirpe ST10 MDR ESBL/mcr-1 em aves é relevante, visto que este ST pertence
ao complexo clonal 10 (CC10) que é um dos mais frequentes em estirpes de E. coli
clinicas isoladas em humanos (Oteo et al., 2009; Diaz-Jiménez et al., 2020), e € também
comum ser encontrado em E. coli de animais de companhia como cées e gatos (Dandachi
etal., 2018). O ST744 apesar de ndo ser tdo frequente, estd por vezes associado a estirpes
de E. coli que causam infe¢cbes em humanos e animais (Haenni et al., 2017) que
apresentam resisténcia a CIA designadamente a colistina, fluoroquinolonas e
carbapenemos (Hayer et al., 2020).

As estirpes sequenciadas apresentam trés ou mais plasmideos, entre os quais IncB/O/K/Z,
Incll, Incl2, IncX4, IncFIB, IncW e Col. Os plasmideos promovem a THG entre bactérias
da mesma espécie ou espécies diferentes dependendo do seu espectro de hospedeiros, das
suas propriedades conjugativas e eficiéncia de conjugacdo (Carattoli, 2013). Os que
conferem multirresisténcia normalmente sdo de grandes dimensdes, auto-conjugativos, e
possuem mecanismos de controlo que permitem regular a sua taxa de replicacdo
(Carattoli, 2013). Os plasmideos associados a disseminacao das principais enzimas ESBL
estdo bem-adaptados e possuem propriedades que aumentam a sua capacidade de difuséo
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e persisténcia em diferentes hospedeiros e ambientes (Carattoli, 2013). Em
Enterobacteriaceae, os plasmideos que transportam um maior numero de determinantes

de resisténcia séo: IncF, Incl, IncA/C, IncL, IncN e IncH (Rozwandowicz et al., 2018).

Os plasmideos Incl possuem um espetro estreito de hospedeiros e sdo conjugativos.
Ocorrem essencialmente na Europa, em isolados de E. coli e Salmonella enterica
produtores de enzimas ESBL e AmpC isolados de aves (Garcia-Fernandéz et al., 2008).
Varios estudos reportam que nas aves 0s genes blasnv-12 estdo associados principalmente
a plasmideos Incll (Huijbers et al., 2014; Alonso et al., 2017; Ewers et al., 2021). Os
plasmideos Incl2 podem ser transmitidos entre diferentes espécies bacterianas e o gene
de resisténcia ao beta-lactamicos que albergam com mais frequéncia é blacTx-m-s5
(Rozwandowicz et al., 2018). O gene blacrx-m-14 detetado nas duas estirpes de E. coli de
frango do campo é o gene bla com maior disseminacdo em humanos em alguns paises
como Espanha, e, tal como o gene blasnv, ja foi identificado em plasmideos Incll e IncFIB
em estirpes de E. coli de frangos de carne (Saliu et al., 2017; Dandachi et al., 2018).

Os plasmideos IncF sdo conjugativos e estdo limitados a familia Enterobacteriaceae; por
vezes, encontram-se na mesma estirpe com plasmideos Incll (Rozwandowicz et al.,
2018). Sédo dos plasmideos mais frequentemente descritos em isolados de humanos e
animais, principalmente em E. coli, e possuem com frequéncia genes que codificam
ESBLs, carbapenemases, genes que codificam enzimas modificadoras dos
aminoglicosideos e genes de resisténcia adquirida as fluoroquinolonas (Poirel et al.,
2018). Em alguns paises, como Franca e Coreia estdo associados a disseminacéo do gene
blactx-m-14 (Marcadé et al., 2008; Kim et al., 2011; Carattoli, 2013).

Os plasmideos IncX sdo um grupo de plasmideos com um espetro de hospedeiros estreito,
ndo sdo conjugativos, e estdo associados a genes de resisténcia aos B-lactdmicos de
espetro alargado, quinolonas, e por vezes tetraciclinas e trimetoprim (Ageevets et al.,
2019). Recentemente, o plasmideo IncX4 tem sido associado aos genes mcr-1 e mcr-2
(Poirel etal., 2018; Sun et al., 2018), e ja foram identificados em todo 0 mundo, sugerindo
que estes plasmideos estdo associados a disseminacao da resisténcia a colistina, mesmo
em paises com um baixo consumo deste antimicrobiano em medicina humana e

veterinaria (Ageevets et al., 2019).
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Capitulo V- Conclusotes
A resisténcia antimicrobiana constitui um problema de sadde publica global, que ameaca
0 sucesso do tratamento de infe¢cfes em humanos e animais, com o consequente aumento

das taxas de morbilidade e mortalidade.

No que diz respeito a producdo de frangos de carne, existem varios fatores que variam
nos sistemas de producao semi-intensivos e intensivos, e que podem afetar a RAM, tais
como 0 maneio, a alimentacédo, as condi¢cGes de bem-estar, a época do ano, as doencas
existentes e os farmacos administrados, incluindo os antimicrobianos. Neste estudo
considerou-se importante fazer uma comparacdo relativamente as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas de estirpes de E. coli recuperadas de frangos provenientes dos
dois sistemas de producéo, tratando-se de uma bactéria comensal do trato gastrointestinal.
E sabido que estas bactérias podem constituir um reservatorio importante de
determinantes de resisténcia a varias classes de antimicrobianos, os quais podem ser
transmitidos quer por transferéncia vertical quer horizontal, na presenca ou mesmo na

auséncia de pressao seletiva.
Com este estudo € possivel concluir que:

v" As prevaléncias de suscetibilidade reduzida sdo superiores nas estirpes comensais
de E. coli e presumiveis produtoras de ESBL/AmpC de frango industrial para a
maioria dos antibioticos testados, nomeadamente os CIA, tais como as
fluoroquinolonas e macrolidos).

v' O fendtipo ESBL é predominante sobre o fen6tipo AmpC, sendo que o
AmpC+ESBL foi identificado apenas em estirpes de E. coli de frango industrial.

v Os isolados multirresistentes (MDR) de frango industrial apresentam perfis de
multirresisténcia mais diversos, e a um maior nimero de antimicrobianos em
simultaneo. O perfil MDR mais comum nos isolados de E. coli provenientes de
frango industrial inclui as cefalosporinas de 3% geracdo, 0 que sugere que a Co-
resisténcia a varios antibiéticos CIA é mais frequente nos isolados deste tipo de
producdo.

v Existem diferencas nos genes bla identificados nas estirpes dos dois regimes de
producéo. Nos isolados de E. coli de frango do campo as enzimas mais prevalentes
responsaveis pelos fendtipos observados sdo SHV-12 e CTX-M-1, e nos de frango

industrial sdo SHV-12 e CTX-55. O gene blacrx-m-14 S0 foi identificado em
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estirpes de E. coli de frango do sistema semi-intensivo, enquanto blactx-m-32,
blactx-m9 € blatems2 s6 foram detetados em estirpes de E. coli de frango
industrial.

v A identificacdo do gene mcr-1 numa estirpe isolada de animais produzidos em
sistema intensivo poderd indicar que existe uma maior probabilidade de
disseminacdo de resisténcia a colistina em estirpes de E. coli isoladas de aves neste
regime produtivo.

v" Os integrdes predominantes pertencem a classe I, e encontram-se com maior
frequéncia em isolados de E. coli de frango industrial, o que salienta o maior
potencial de transferéncia horizontal de genes nestes isolados.

v A sequenciacdo do genoma completo (WGS) demonstrou ser uma ferramenta
muito Util para a caracterizacdo mais completa das estirpes, no que respeita a
genes de resisténcia, de viruléncia, fatores de patogenicidade, serogrupo,
identificacdo de elementos genéticos mdveis como plasmideos, e na determinacéao

do filogrupo e dos sequence types (ST).

Em sumula, este estudo confirma que os dois regimes de producéo apresentam diferencas
importantes na RAM em estirpes de E. coli que colonizam o intestino de frangos
saudaveis que irdo entrar na cadeia alimentar. Este estudo permite ainda realcar a
importancia da co-selecdo de varios determinantes de resisténcia a CIA, devido a co-
transferéncia de genes por transferéncia horizontal, pelo que se torna premente recorrer a
uma estratégia holistica, multidisciplinar e integrativa, envolvendo o0s varios
intervenientes com o objetivo da diminuicdo conjunta de utilizacdo de varias classes de

antibidticos no sector da producdo animal.

Considerando a importancia da interdependéncia que existe entre a dimensdo humana,
animal e o ambiente, € imperativo adotar a abordagem Uma S6 Salde, de modo a tomar
medidas que permitam preservar a eficacia dos antimicrobianos existentes, diminuindo o

seu uso inadequado e limitando a disseminacao de bactérias resistentes.
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ANnexo

Tabela suplementar 1-Primers e programas de amplificacdo utilizados na detecéo dos genes bla que codificam as B-lactamases ESBL e AmpC plasmidicas,

dos genes plasmidicos codificadores de resisténcia a colistina, e dos EGMs através de PCR multiplex.

Gene
alvo

blac-rx_
M-Grupol

bl acTx-
M-Grupo2

bl acTx-
M-Grupo9

blaCTx_
M-
Grupo8/25

bIaT|p0_
TEM

bIaT|p0_
SHV

Primers (volume em pl)

0,5 de MultiCTXMGP1_F
0,25 de MultiCTXMGP1-2_R

0,25 de MultiCTXMGP2_F
0,25 de MultiCTXMGP1-2_R

0,5 de MultiCTXMGP9_F
0,5 de MultiCTXMGP9_R

0,5 de CTX-Mg8/25_F
0,5 de CTX-Mg8/25 R

0,5 de PrimerTEM_F
0,5 de PrimerTEM_R

0,5 de PrimerSHV_F
0,5 de PrimerSHV_R

Sequéncia nucleotidica
5 —>3)

TTAGGAARTGTGCCGCTGY
Aa
CGATATCGTTGGTGGTRCC
AT?
CGTTAACGGCACGATGAC
CGATATCGTTGGTGGTRCC
AT?
TCAAGCCTGCCGATCTGGT
TGATTCTCGCCGCTGAAG

AACRCRCAGACGCTCTAC?
TCGAGCCGGAASGTGTYAT
a

CATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TC
CGTTCATCCATAGTTGCCT
GAC
AGCCGCTTGAGCAAATTAA
AC
ATCCCGCAGATAAATCACC
AC

qy=TouC;R=AouG;S=GouC;D=AouGouT

Produto
amplifica
do (bp)

688

404

561

326

800

713

Programa de amplificacéo

Pré desnaturacao: 95°C 5 min
Desnaturagdo: 95°C 40 seg
Hibridacdo: 55°C 40 seg
Extensdo: 72°C 60 seg
Extensdo final: 72°C 7 min

30 ciclos

Pré desnaturacao: 95°C 5 min
Desnaturagdo: 95°C 40 seg
Hibridacdo: 55°C 40 seg
Extensédo: 72°C 60 seg
Extensdo final: 72°C 7 min

} 30 ciclos

Pré desnaturacao: 95°C 5 min
Desnaturagdo: 95°C 40 seg
Hibridacdo: 55°C 40 seg
Extensdo: 72°C 60 seg
Extensdo final: 72°C 7 min

30 ciclos

Temperatura
de hibridacéo

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

Referéncia

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010
Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010
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Tabela suplementar 1- continuacdo

bIaTipo.

OXA

bIaTipo.

FOX

bIaT|p0_

MOX

bIaT|p0_

DHA

bIaT|p0.

CIT

bIaT|p0.

ACC

bIaT|p0_

EBC

mcr-1

0,5 de PrimerOXA_F
0,5 de PrimerOXA R

0,625 de MultiCaseFOX_F
0,625 de MultiCaseFOX_R

0,25 de MultiCaseMOX_F
0,25 de MultiCaseMOX_R

0,625 de MultiCaseDHA _F
0,625 de MultiCaseDHA R

0,25 de MultiCaseCIT_F
0,25 de MultiCaseCIT_R

0,25 de MultiCaseACC_F
0,25 de MultiCaseACC_R

0,25 de MultiCaseEBC_F
0,25 de MultiCaseEBC_R

0,5 de MCR1_F
0,5 de MCRL_R

GGCACCAGATTCAACTTTC
AAG
GACCCCAAGTTTCCTGTAA
GTG
CTACAGTGCGGGTGGTTT
CTATTTGCGGCCAGGTGA
GCAACAACGACAATCCATC
CT
GGGATAGGCGTAACTCTCC
CAA
TGATGGCACAGCAGGATAT
TC
GCTTTGACTCTTTCGGTATT
CG
CGAAGAGGCAATGACCAG
AC
ACGGACAGGGTTAGGATA
GY?
CACCTCCAGCGACTTGTTA
C
GTTAGCCAGCATCACGATC
C
CGGTAAAGCCGATGTTGCG
AGCCTAACCCCTGATACA
AGTCCGTTTGTTCTTGTGG
Cc
AGATCCTTGGTCTCGGCTT
G

qy=TouC;R=Ao0uG;S=GouC;D=AouGouT

564

162

895

997

538

346

683

320

Pré desnaturacao: 95°C 5 min
Desnaturagéo: 95°C 40 seg
Hibridacdo: 55°C 40 seg
Extensdo: 72°C 60 seg
Extensdo final: 72°C 7 min

30 ciclos

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

58°C

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010
Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010

Danelle et
al., 2010
Rebelo et
al., 2018
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Tabela suplementar 1- continuacdo

_— 0,5 de MCR2_F
0,5 de MCR2_R

I 0,5 de MCR3_F
0,5 de MCR3_R
e 0,5 de MCR4_F
0,5 de MCR4 R
- 0,5 de MCR5,_F
0,5 de MCR5_R

0,5 de Intl1_F

Intl1 0,5 de IntlL_R
0,5 de Intl2_F

Intl2 0,5 de Intl2_R
0,5 de Int3_F

Intl3 0,5 de Intl3_R

CAAGTGTGTTGGTCGCAGT
T
TCTAGCCCGACAAGCATAC
C
AAATAAAAATTGTTCCGCT
TATG
AATGGAGATCCCCGTTTTT
TCACTTTCATCACTGCGTT
G
TTGGTCCATGACTACCAAT
G
ATGCGGTTGTCTGCATTTA
TC
TCATTGTGGTTGTCCTTTTC
TG
GGTCAAGGATCTGGATTTC
G
ACATGCGTGTAAATCATCG
TC
CACGGATATGCGACAAAA
AGG
TGTAGCAAACGAGTGACG
AAATG
AGTGGGTGGCGAATGAGT
G
TGTTCTTGTATCGGCAGGT
G

qy=TouC;R=Ao0uG;S=GouC;D=AouGouT

715

929

1116

1644

436

788

600

Pré desnaturacao: 94°C 10 min
Desnaturagéo: 94°C 30 seg
Hibridacdo: 58°C 90 seg
Extensdo: 72°C 60 seg
Extenséo final: 72°C 10 min

25 ciclos

Pré desnaturacao: 94°C 10 min
Desnaturagéo: 94°C 60 seg
Hibridacdo: 60°C 60 seg
Extensdo: 72°C 120 seg
Extensdo final: 72°C 10 min

32 ciclos

58°C

58°C

58°C

58°C

60°C

60°C

60°C

Rebelo et
al., 2018

Rebelo et
al., 2018
Rebelo et
al., 2018

Rebelo et
al., 2018

Machado et
al., 2005

Machado et
al., 2005

Machado et
al., 2005
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Tabela suplementar 2 - Condi¢bes de eletroforese em gel de agarose para os produtos
amplificados.

Duracéo da Produto

Gene vodeagarose  corriga (min)  vOltageM (VOIS) 4 plificado (ui)

b|acTX-M-Grupol

blaCTX—M—GrupoZ 2,5 70 110 8

blaCTX—M—GrupoQ

blaCTX—M—Grup08
blacTx-m-rupozs

blarem,

blaskv 15 45-60 130
blaoxa

1,5 30 110 8

blaacc

blarox

blamox

blapua 2,5 70 90 8
blacit,

blagsc

mcer-1

mcr-2

mcr-3 15 30-45 130 8
mcr-4

mcr-5

Intl

Int2 15 30-45 120 8
Int3
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Tabela suplementar 3 -Primers e programa utilizado na purificacdo dos produtos amplificados para sequenciagéo.

Gene alvo

blacTx-m-Grupo1

blaCTX—M—GrupoQ
blartipo-TEM
blaripo-shv
blartipo-cmy

blaAmpC c/

promotor

Primer

CTXM15F
CTXMI1R
CTXMOYF

CTXMGIR2
FIN
DEB

SHVF149P

SHVR1059
CMYG2F
CMYGZ2R

Int-B2
Int-HN

Sequéncia nucleotidica
(5> —»3)

AGAATAAGGAATCCCATGGTT
CCGTTTCCGCTATTACAA
AGAATAAGGAATCCCATGGTT
CCGTTTCCGCTATTACAA
ATTCTTGAAGACGAAAGGG
ATGAGTAAACTTGGTCTGAC
CGCTTCTTTACTCGCCTTTA
TTAGCGTTGCCAGTGCTC
TTACGGAACTGATTTCATG
TCGTCAGTTATTGCAGC

TTCCTGATGATCGTTCTGCC
AAAAGCGGAGAAAAGGTCCG

Produto
amplificado
(bp)

903
878
1091
911

1143

1315

Temperatura
de hibridacéo

53°C
55°C
54°C
56°C

56°C

57°C

Programa de amplificacao

Pré desnaturacdo: 96°C 4 min
Desnaturagéo: 96°C 30 seg
Hibridagdo: * 60 seg
Extensdo: 72°C 30 seg
Extensdo final: 72°C 5- 10 min

25-35 ciclos

* a temperatura de hibridacdo deve ser otimizada consoante os primers utilizados para detetar cada um dos genes alvo.

Referéncia

Mendonca
et al., 2007
Cottell et
al., 2012
Canica et
al., 1997
Rasheed et
al., 1997
Manageiro,
2011
Mammeri
et al., 2006
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