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Resumo

A pressdo seletiva originada pelo uso excessivo de antimicrobianos na medicina
humana e veterinaria tem contribuido para a emergéncia de estirpes bacterianas
multirresistentes, sendo os estudos mais escassos relativamente a sua presenca nos animais de
companhia. Porque o0s animais e 0s seus proprietarios partilham o mesmo espaco habitacional,
apresentando comportamentos de contacto proximo, existe uma hipltese elevada de
transferéncia microbiana inter-espécie. Ante esta possibilidade é importante escrutinar o papel
dos animais de companhia enquanto reservatorios de estirpes e de genes de resisténcia, bem
como a sua envolvéncia na disseminacdo de estirpes bacterianas multirresistentes. Importa
também, investigar o papel das superficies e objetos domésticos partilhados por ambos, como
potenciadores deste fendbmeno.

O objetivo deste trabalho foi, identificar o filogrupo e fazer a caracteriza¢cdo molecular
dos genes que conferem resisténcia aos B-lactamicos e as quinolonas, em quarenta isolados de
Escherichia coli produtoras de p-lactamases de espectro alargado (ESBL), obtidas em
zaragatoas fecais de cdes consultados no Hospital Veterindrio do ICBAS-UP.
Complementarmente pretendeu-se inferir sobre a partilna de clones de Escherichia coli e
Enterococcus spp. com elevadas resisténcias, em cinco agregados familiares (humanos e seus
animais de companhia) assim como avaliar a potencial disseminacdo de estirpes

multirresistentes no ambiente doméstico.

Previamente foram recolhidas zaragatoas de fezes, pelo e mucosa oral dos animais e
em alguns casos, dos seus proprietarios, e ainda do ambiente doméstico. As zaragatoas foram
processadas e as estirpes isoladas com base em meios seletivos. Foram realizados testes de
suscetibilidade antimicrobiana de modo a estabelecer o fenétipo de resisténcia de cada isolado.
O DNA foi extraido por varias metodologias e técnicas de PCR foram utilizadas para
caracterizacdo de filogrupos (Escherichia coli) e identificacdo da espécie (Enterococcus spp.).
A avaliacdo da proximidade filogenética entre isolados foi efetuada por ERIC PCR e PFGE.

No conjunto de quarenta isolados produtores de ESBL e/ou resistentes a quinolonas
verificou-se que 47,5% pertenciam ao filogrupo A, havendo uma menor prevaléncia do
filogrupo D (25,0%), B1 (17,5%), e B2 (10,0%).A frequéncia de resisténcia nestes isolados é
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factualmente elevada, sendo reveladora de uma elevada presséo seletiva. Com excec¢éo de dois
isolados, os fenotipos foram justificados pela presenga de B-lactamases. A frequéncia da
presenca de genes foi: 47% blatem, 34% blaspyy, 24% blaoxa , 18% blactx-m-15, 8% blactx-m-2,
3% blactx-m-9. Nos isolados resistentes as quinolonas verificou-se maioritariamente a presenca
de mutacOes nos genes cromossomais gyrA e parC, e em alguns casos a presenca de um
determinante de resisténcia mediado por plasmideo — gnrS. Nos cinco “agregados familiares”
(humanos e animais) estudados foi observada uma partilha frequente de clones de E. coli e
Enterococcus faecalis com mdltiplas resisténcias, isolados em fezes e mucosa oral de cées e
gatos e fezes e maos dos respetivos proprietarios, evidenciando-se assim uma possivel
transferéncia direta entre coabitantes (agregados A, C, D, E). Ficou também comprovado com
percentagens de similaridade genotipica superiores a 94% que essa disseminacdo também
ocorre para o ambiente domeéstico, envolvendo objetos dos animais e de uso comum
(agregados A, E). Os resultados obtidos reforcam a necessidade de um uso prudente dos
antimicrobianos, pois elevados padrfes de resisténcias terdo um impacto nao s6 na qualidade
de vida dos animais mas também na saude humana. Adicionalmente importa sensibilizar os
proprietarios para a necessidade de uma maior vigilancia relativamente as formas de interacéo
com 0s animais, bem como para a ado¢do de medidas higiénicas cautelares apds essa mesma

interacg&o.

Palavras — chave: animais de companhia, resisténcias antimicrobianas, p-lactamicos, ESBL,

quinolonas, transferéncia bacteriana
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Abstract

The selective pressure caused by the excessive use of antimicrobials, both in human
and veterinary medicine, has triggered the emergence of multidrug-resistant bacterial strains.
Studies are relatively scarce to what concerns to the presence of antimicrobial-resistant
bacteria in companion animals. Since animals and their owners share the same living space,
with close contact behaviors, there is a chance of inter-species microbial transfer. Taking into
account this hypothesis, it is important to scrutinize the role of companion animals as reservoir
of resistance genes, as well as their involvement in the dissemination of multidrug-resistant
bacteria. It is also important to investigate the role of surfaces and objects shared by both

animals and humans, as potential enhancers of this phenomenon.

The aim of this study was to identify the phylogenetic group and the presence of genes
that confer resistance to p-lactams and to quinolones, in forty ESBL producing Escherichia
coli, obtained from fecal swabs collected from dogs that had appointments in the Veterinary
Hospital of ICBAS-UP. In addition, it was sought to infer about the sharing of Escherichia
coli and Enterococcus spp. clones with high resistances, in five households (humans and their

pets) as well as observe their dissemination across the domestic environment.

Prior to this work, swabs from feces, hair and oral mucosa were collected from the
animals, and in some cases from their owners, as well as from the domestic environment.
Swabs were processed and strains were isolated by using selective media. Antimicrobial
susceptibility tests were performed to establish the resistance phenotype of each isolate. DNA
was extracted by various methods, and PCR techniques were used to characterize phylogenetic
groups (Escherichia coli), and to species identification (Enterococcus spp.). ERIC PCR and

PFGE were used to study the clonal proximity between isolates.

In the group of forty ESBL and fluroquinolone resistant isolates, it was verified that
47,5% belonged to the phylogenetic group A, followed by 25,0% in the phylogenetic group D,
Bl (17,5%) and B2 (10,0%). The resistance frequency of those isolates is indubitably high,
showing an occurring selective pressure. Except for two isolates, the resistance phenotypes

were justified by the presence of B-lactamases. The frequency of identified genes was: 47%
vi
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blartem, 34% blasyy, 24% blaoxa , 18% blactx-m-15, 8% blactx-m-2 and 3% blactx-m-9. In the
quinolones resistant isolates, there was a major presence of cromossomal genes mutations (in
gyrA and parC), and in some cases there was a plasmid mediated quinolone resistance (gnrS
gene). In the five households, it was observed the sharing of E. coli and Enterococcus
faecalis clones with multiple resistances, among cats and dogs’ feces and oral mucosa, and
their respective owners hands and feces, being evident that there was a possible direct
transmission between cohabitants (household: A, C, D, E). It has also been demonstrated with
over 94% of similarity in the genotypic profile that this dissemination also occurs in the home
environment, with transference to common use objects (household: A, E). Regarding these
results, it is easily noticeable that it is necessary to use antibiotics cautiously since high
resistance levels will have an impact not only on pet’s quality of life, but also on human
health. Additionally, it’s important to make the owners aware of the need of greater vigilance
on how they interact with the animals, as well as for the adoption of precautionary hygienic

measures after that interaction.

Keywords: companion animals, antimicrobial resistances, p-lactam, ESBL, quinolones,

bacterial clone sharing
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Prefacio e objetivos

Esta dissertagcdo apresenta-se dividida em duas frentes de trabalho de investigacédo, as

quais apresentam objetivos diferentes manifestando no entanto uma meta final coincidente.

Num primeiro trabalho, sera continuado um estudo de vigilancia epidemioldgica, que pretende
estabelecer a prevaléncia de resisténcias a antimicrobianos em Escherichia coli isoladas em
fezes de animais de companhia. As amostras foram recolhidas por colaboradores do
Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS-UP,
Porto, Portugal) em cem animais selecionados aleatoriamente, que por motivo de doenca ou de
rotina, se deslocaram a consulta no Hospital Veterinario de Animais de Companhia do ICBAS
— UPVET. Selecionaram-se quarenta isolados de E. coli produtoras de ESBL, com os quais se
pretende atingir os seguintes objetivos: i) caracterizagdo molecular das resisténcias aos -
lactdmicos e as quinolonas, através da pesquisa dos genes que suportam essas resisténcias ii) o

estudo da filogenia desses isolados, efetuando uma determinagéo dos seus filogrupos.

Numa outra vertente deste trabalho de investigacdo pretendeu-se dar continuidade a
um estudo epidemioldgico sobre partilha de estirpes bacterianas, através da avaliacdo de
relacbes de proximidade clonal, por comparacdo genotipica, de isolados bacterianos
(Escherichia coli e Enterococcus spp.) multirresistentes e/ou com perfis de resisténcia e
caracteristicas fenotipicas similares, isolados em animais de companhia (cdes e gatos) e seus
respetivos proprietarios, incluindo também os isolados presentes em objetos domésticos de uso
comum. Para tal iii) procedeu-se a tipagem genética por ERIC-PCR e iv) PFGE.
Adicionalmente, v) determinou-se os filogrupos dos isolados de E.coli e identificou-se a
espécie de Enterococcus. Pretendeu-se ainda, vii) relacionar os resultados da partilha de
estirpes bacterianas entre espécies, com informacdes recolhidas, através de um questionario,
sobre os diversos elementos do agregado doméstico, suas inter-relacdes e habitos assim como

historia clinica pregressa com enfoque em terapias antimicrobianas.

Ambos os trabalhos pretendem contribuir para o estudo do impacto das terapias
antimicrobianas nos animais de companhia, caraterizando molecularmente os genes de
resisténcia e procurando evidéncias da disseminacdo entre coabitantes, de estirpes
multirresistentes, através da transferéncia direta de clones bacterianos, ou por aquisi¢ao

indireta devido a sua disseminacao em superficies domésticas de uso comum. A transferéncia
1
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de estirpes resistentes pode originar, quer uma colonizagdo permanente (passando o
hospedeiro a adquirir essa estirpe) quer transitoriamente (contribuindo com a transferéncia de
genes de resisténcia para a microbiota sensivel do hospedeiro). Acontecimentos que realcam a
necessidade da prescrigdo antimicrobiana se limitar aos casos estritamente necessarios, assim
como do estabelecimento de cuidados necessarios para evitar a transmissao bacteriana entre
humanos e animais. Caso contrario, estas situacdes poderdo potenciar a existéncia de cada vez
mais portadores de bactérias multirresistentes, sem historia pregressa de tratamentos

antimicrobianos, tratando-se assim de um problema de satde publica.
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Capitulo I — Introducéo

1.1. Escherichia coli

Escherichia é um Género pertencente a Familia Enterobacteriaceae. A espécie
Escherichia coli (E. coli) apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: bacilos gram-
negativo, anaerdbios facultativos, oxidase negativa, catalase positiva, fermentadores de
lactose, sacarose e glicose (com a producdo de gas), podendo ou nao apresentar motilidade e
sendo incapaz de utilizar o citrato de sodio como Unica fonte de carbono, em virtude da
auséncia da enzima citrase. Pode ainda ser caracterizada conforme o serotipo e serogrupo, de
acordo com a caracterizagao dos antigénios somaticos “O” e flagelares “H” para o serotipo, ou
sO pela determinacdo do antigenio O, que define o serogrupo. E. coli é um habitante comensal,
inofensivo e importante, do trato intestinal de humanos e animais, no entanto, algumas estirpes
séo conhecidas por serem capazes de causar doenca que em determinados casos pode conduzir
a morte. As patologias associadas a E.coli, nomeadamente diarreia e varias doencas
extraintestinais como cistite, septicémia ou até meningite, estdo correlacionadas com a
presenca de varios genes responsaveis pela codificacdo de caracteristicas que lhe conferem
viruléncia. No entanto, a presenca e manutencdo de tantos fatores de viruléncia afigura-se
contraditério perante o principio de estes conferirem poucas vantagens seletivas, o que leva a
conviccdo de que a maioria dos fatores de viruléncia poderem ser necessarios para a
colonizacdo de nichos, de onde nédo resulte obrigatoriamente doenca, ou para a disseminagédo
para novos hospedeiros. Assim, pensa-se que muitas infecOes causadas por agentes
patogénicos facultativos como a E. coli ocorram por acidente (Le Gall et al., 2007). Os fatores
de viruléncia presentes em estirpes patogénicas de E. coli podem ser muito diversos, e.g -
fatores de adesdo (adesinas), toxinas (hemolisina), lipopolisacarideos, sistemas de aquisicdo de
ferro, mecanismos de resisténcia e invasinas. Nas estirpes de E. coli é considerada a existéncia
de uma principal estrutura genética clonal, com um nivel baixo de recombinacdo (Desjardins,
Picard, Kaltenbock, Elion, & Denamur, 1995), e um pool genético variavel. E coli é ainda um
importante microrganismo indicador da contaminacdo fecal em ambientes aquéaticos. Em

muitos casos, um aumento na quantidade de E. coli corresponde ao risco aumentado de
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doencas gastrointestinais causadas por outros microrganismos entéricos patogénicos como

Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter jejuni (Savichtcheva & Okabe, 2006).

As estirpes de E. coli que causam infecOes intestinais diarreiogénicas (DEC) sé&o
classificadas como: E. coli Enterotoxigénicas (ETEC), Enterohemorragicas (EHEC),
Enteropatogénicas (EPEC), Enteroagregativas (EAEC), E. coli de aparéncia difusa (DAEC) e
Enteroinvasivas (EIEC) (Kaper, Nataro, & Mobley, 2004). EPEC sdo caraterizadas pela
presenca de lesBes attaching-effacing (A/E) no ileo, com estimulacdo de alteracBes no
citoesqueleto nas células epiteliais. EHEC esta associada com colite hemorrégica, causando
também lesGes A/E. Estas estirpes podem também ser chamadas de STEC (Shiga-toxigenic E.
coli) ou VTEC (Verotoxigenic E. coli). ETEC € a principal causa de diarreia infantil em paises
em desenvolvimento e estd associada com enterotoxinas heat-labile (LT) e heat-stable (ST).
Outras estipes causadoras de diarreia foram definidas, EAEC e DAEC. EIEC partilham um
fenotipo de invasdo similar com Shigella, mas com sintomas mais moderados. E. coli
extraintestinais patogénicas (EXPEC) estdo associadas com algumas condig¢des clinicas como

infecdo do trato urinario (ITU) (Rijavec et al., 2006).

A Filogenia é o estudo da proximidade evolutiva de entre os varios grupos de
organismos. A analise filogenética de E. coli permitiu a sua classificacdo em quatro grupos
filogenéticos, nomeadamente A, B1, B2 e D (Herzer, Inouye, Inouye, & Whittam, 1990). Os
grupos A e B1 agregam estirpes comensais, enquanto que a maioria dos isolados
enteropatogénicos estdo atribuidos ao grupo D. J& o grupo B2 esta associado com patotipos
extraintestinais (Johnson, van der Schee, Kuskowski, Goessens, & van Belkum, 2002). Zhang,
Foxman, & Marrs, 2002, observaram que este grupo (B2) era muito frequente entre isolados
retais de mulheres saudaveis (48%) mas também entre E. coli extraintestinal, nomeadamente,
isoladas em mulheres com ITU - 69%. Em concordancia, com excecdo de algumas E. coli
aderentes e enteropatogénicas, as causadoras de diarreia ndo sdo estirpes B2 (Wirth et al.,
2006), sendo muitas vezes isoladas em fezes de portadores assintomaticos (Escobar-Paramo
et al., 2006). Alguns casos reportados demonstram que estirpes pertencentes a grupos A e B1
podem também causar doencas extraintestinais (Rijavec, Muller-Premru, Zakotnik, & Zgur-
Bertok, 2008). N&o é claro se todas as estirpes de E. coli presentes no trato intestinal de
individuos saudaveis a uma determinada altura devem ser consideradas comensais

independentemente do seu background filogenético ou se s6 apenas o0s isolados pertencentes
4
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aos grupos A e B1 (Zhang et al., 2002). Do mesmo modo, ndo é claro se isolados pertencentes
ao grupo A e B1 isolados de infe¢Oes urinarias devem ser consideradas como patogénicos, ou
comensais que produzem infecdo em hospedeiros comprometidos (Sabaté, Moreno, Pérez,
Andreu, & Prats, 2006). De acordo com Lecointre, Rachdi, Darlu, & Denamur, 1998, 0s
grupos A e Bl sdo “irmdos” que se separaram tardiamente, enquanto estudos recentes
demonstram que o grupo filogenético B2 ¢ incluido num ramo ancestral (Escobar-Paramo,
Sabbagh, et al.,, 2004). Estirpes destes grupos diferem em caracteristicas fenotipicas e
genotipicas incluindo a capacidade de usar certos agucares, perfis de resisténcias a
antibioticos, taxas de crescimento diferentes a certas temperaturas (Touchon et al., 2009) e
ainda apresentam capacidade de colonizar diferentes nichos ecoldgicos. Apresentam também,
caracteristicas de evolucdo diferentes, assim como diferente propensdo de causar doenca
(Escobar-Paramo et al., 2006). Variacdes no background genético e a presenca ou auséncia de
fatores de viruléncia especializados podem contribuir em parte para a dualidade
comensalismo-vs-patogenicidade de E. coli (Le Gall et al., 2007). A distribuicdo da variedade
de fatores de viruléncia que se pensa estarem envolvidos na capacidade de uma estirpe causar
diversas doencas também varia com a distribuicdo das estirpes por estes grupos filogenéticos
(Escobar-Paramo, Clermont, et al., 2004), o que indica um papel do background genético na
expressdo de viruléncia em E. coli. Uma variedade de fatores de viruléncia associados com
infecdes extraintestinais estdo distribuidos entres as estirpes dos quatro grupos, onde as do
grupo B2 (maioritariamente) e D apresentam maior frequéncia e diversidade de fatores (Da
Silva & Mendonga, 2012). A maioria das estirpes de E. coli responsaveis por infecdes do trato
urinario e outras infecdes extraintestinais, pertencem ao grupo B2, e também, embora em
menor extensdo ao grupo D (Picard et al., 1999). Estes grupos sdo mais isolados em locais
extraintestinais, tornando-se um problema de satde publica, comparando com o0s grupos A e
B1 (Johnson, Delavari, Kuskowski, & Stell, 2001). Estes grupos filogenéticos variam ainda no
tamanho do genoma, sendo que as estirpes incluidas nos grupos A e B1 tendem a ter genomas
mais pequenos que as pertencentes aos grupos B2 e D (Bergthorsson & Ochman, 1998). Os
grupos B2 e D séo ainda menos frequentes no ambiente (Walk, Alm, Calhoun, Mladonicky, &
Whittam, 2007) que os A e Bl (Gordon & Cowling, 2003). Alguns autores analisaram a
distribuicdo dos principais grupos filogenéticos das estirpes isoladas em fezes de humanos e

animais, observando um padrdo que permite caracterizar uma distribuicdo de filogrupos
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conforme o tipo de animal, a dieta, 0 peso, o clima e a domesticagdo (Gordon & Cowling,
2003; Baldy-Chudzik, Mackiewicz, & Stosik, 2008). Esta observacdo pode contribuir e
permitir a identificacdo da fonte de contaminacdo fecal do ambiente (Carlos et al., 2010).
Algumas técnicas que permitiram a caracterizacdo do grupo filogenético foram por exemplo a
ribotipagem, pulsed field gel electrophoresis (PFGE) , Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) e Multilocus enzime electrophoresis (MLEE), que sdo, na maioria, técnicas
complexas, dispendiosas e demoradas. Clermont e colaboradores, em 2000, descreveram uma
andlise filogenética com base em trés marcadores genéticos, utilizando uma reacdo de
multiplex PCR. Clermont observou que certos genes ou fragmentos de DNA pareciam ser
marcadores especificos de grupos filogenéticos. Assim, trés marcadores candidatos foram
estudados. Os alvos genéticos selecionados foram: chuA — um gene necessario para o
transporte do grupo heme em E. coli enterohemorragica (0157:H7) (Bonacorsi et al., 2000),
yjaA — um gene identificado na sequenciacdo do genoma de E. coli K12 (Blattner et al., 1997)
e TspE4.C2 — um fragmento de DNA andnimo (Bonacorsi et al., 2000). De acordo com 0s
seus resultados, Clermont e colaboradores constataram que 0 gene chuA estava presente em
todas as estirpes pertencentes ao grupo B2 e D e estava ausente em todas as estirpes
pertencentes aos grupos A e B1. Isto permitiu a separa¢do dos grupos B2 e D dos grupos A e
B1. Da mesma maneira, 0 gene yjaA permitiu a discriminagéo entre o grupo B2 e D. Por fim,
TspE4.C2 estava presente em todos menos Bl e A. ChuA representa assim o marcador
filogenético para isolados de E. coli extraintestinais, yjaA e TspE4.C2 representam o marcador
filogenético para isolados intestinais de E. coli (Abdul-razzag & Abdul-lateef, 2011). Os
resultados destas trés amplificacbes por PCR permitiram o estabelecimento de uma arvore
dicotbmica para o agrupamento filogenético (Figura 1). Este método foi considerado
satisfatorio e tem sido utilizado em varios trabalhos. Gordon, Clermont, Tolley, & Denamur,
2008 avaliaram a fiabilidade deste procedimento, por comparagdo com uma abordagem por
MLST, e verificaram que 80-85% da atribuicdo dos filogrupos pelo método de Clermont
estava correta. No entanto, a exatiddo dependia do genétipo definido por Clermont. Assim,
estirpes que apresentam um gen6tipo de Clermont consistente com filogrupos Bl e B2 estdo
atribuidos corretamente 95% das vezes. Estirpes que ndo produzem nenhum amplicdo por
PCR de acordo com este método sdo raramente, pela confirmacdo de Gordon, membros do

filogrupos A, e estirpes com tal genétipo ndo deviam ser atribuidas a nenhum filogrupo.
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Figura 1 — Arvore dicotémica para determinacdo dos grupos filogenéticos de E. coli, criada com base nos
resultados das amplificagdes por PCR dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2

Pouca informacdo esta disponivel sobre o gene yjaA permitindo pouca especulacdo na
sua histéria evolutiva. Ja segundo Wyckoff et al., 1998, e o trabalho de Clermont et al., 2000,
sugerem que chuA foi adquirido pelos grupos irmdos B2 e D logo apos a sua emergéncia, em
vez de estar presente num ancestral comum e subsequentemente ser perdido pelos grupos A e
B1. Esta técnica pode ser Gtil na pratica clinica, por ser um método rapido e nao dispendioso e
permitir o estabelecimento da ligacdo entre grupos filogenéticos e viruléncia. Para aumentar a
capacidade discriminatoria da analise das populacdes de E. coli , foi proposto a utilizacdo de
subgrupos A0, Al, Bl, B2;, B2; D1, D2, que sdo determinados pela combinagdo dos

marcadores genéticos (Escobar-Paramo et al., 2006).
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1.2. Antibiéticos e resisténcias antimicrobianas

Desde que Alexander Fleming em 1928 reparou nas propriedades antibacterianas da
penicilina, e em 1940 esta ser testada, passando esse momento a ser considerado como a altura
da descoberta do primeiro antibiotico B-lactdmico, muitos outros foram pesquisados,
desenvolvidos e largamente utilizados. Os antimicrobianos consistem em qualquer tipo de
composto com propriedades inibitorias parciais ou totais para o crescimento de um
microrganismo. A utilizacdo do termo antibidtico implica que a fonte do agente
antimicrobiano é natural. Recentemente muitos agentes antimicrobianos derivam de sintese
quimica (quimioterapicos). Existem vérias teorias para a existéncia destes compostos,
considerando-se que estes podem ser metabolitos utilizados como defesa contra outros
microrganismos que habitem o mesmo espaco e compitam por nutrientes, apresentarem
funcBes de mensageiros quimicos, ou ainda moduladores de fungdes metabdlicas em
comunidades microbianas, sendo assim importantes para comunicagdo entre células
funcionando como moléculas sinalizadoras em ecossistemas antimicrobianos (Fernandes,
Amador, & Prudéncio, 2013). Existem varios alvos para a acdo dos antibidticos. Estes podem
atuar a nivel da inibicdo da sintese da parede celular, enfraquecimento da membrana
citoplasmatica, inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, inibicdo da sintese proteica, e
perturbacdo o metabolismo bacteriano. No entanto também existem mecanismos pelos quais
as bactérias podem escapar a acdo dos antimicrobianos, como alteracdo do alvo
antimicrobiano por perda de afinidade, reducdo na passagem deste de modo a menor
concentracdo atingir o alvo através da diminuicdo da permeabilidade ou mutacdo em porinas,
expulsdo do antimicrobiano por mecanismos de efluxo, ou ainda, 0 mais estudado, a presenca
de enzimas que destruam as moléculas responsaveis pela acdo antimicrobiana (Fernandes et
al., 2013). Os genes que codificam esses mecanismos sdo chamados de genes de resisténcia a
antimicrobianos, que se pensa que ja existiam em alguns microrganismos muito antes da nossa
descoberta e sobre-utilizacdo destes compostos. Acredita-se que estes genes que codificam
para mecanismos de protecdo sejam em parte caracteristicos dos microrganismos produtores
de antimicrobianos. No entanto, o facto de existirem em microrganismos ndo produtores de
antibioticos, pode sugerir a sua envolvéncia em alguns metabolismos ou serem moléculas

remanescentes sem um papel claro no metabolismo bacteriano. A sua atividade contra
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antibidticos pode ter sido inicialmente um efeito secundario da sua atividade fisiologica
(Alonso, Sanchez, & Martinez, 2001). Varios autores sugerem hipoOteses para funcoes
anteriores de varios genes que codificam enzimas que atualmente contribuem para a inativacéo
de antimicrobianos (como a possibilidade de estarem relacionadas com o metabolismo da
parede celular), assim como de canais de transporte que expulsam o antibidtico, que
anteriormente seriam, por exemplo, utilizados para bombear compostos como sais biliares
para o exterior (Alonso et al., 2001). Num passado recente, mutacbes em genes de alvos de
antimicrobianos eram consideradas a causa principal da resisténcia, no entanto rapidamente
ficou evidente que a aquisicdo de determinantes de resisténcia por transferéncia horizontal de
genes apresentava um papel principal no desenvolvimento e disseminacéo de resisténcias entre
bactérias. Microrganismos poderiam sofrer inicialmente uma selecdo por apresentarem esses
compostos de modo a cobrir as funcdes mencionadas anteriormente. No entanto, assim que
esses genes se encontram noutros hospedeiros, fora do seu contexto fisiologico, e a presenca
constante de antimicrobianos no seu habitat origina uma pressdo seletiva, passam as bactérias
a sofrer uma selecdo conforme a presenca de genes que se comportem como genes de
resisténcia. E assim um efeito secundario inevitavel do uso de antibidticos, a emergéncia e
propagacdo de bactérias resistentes. Ap6s a introducdo de um antibiético, o nivel de
resisténcia aumenta, ndo s6 nas bactérias patogénicas mas também nas comensais, que passam
a constituir um reservatorio de genes de resisténcias, podendo transferi-los para outros
microrganismos patogénicos e mais virulentos. As bactérias podem adquirir genes de
resisténcia principalmente por transferéncia horizontal ou por mutacdo em genes que ja
possuiam. As mutacBes podem ocorrer espontaneamente, e muitas vezes € necessaria a
acumulacdo de varias para desenvolver completas e funcionais resisténcias. A aquisicao de
DNA é um fendmeno que pode ocorrer por trés mecanismos: transformacéao (captura de DNA
livre e incorporacdo no genoma ou plasmideo), transducdo (através de DNA de bacteri6fagos)
ou conjugacdo, onde resisténcias localizadas em elementos genéticos modveis como
transposBes ou plasmideos, podem ser transferidos entre diferentes estirpes ou espécies de
bactérias recetoras. Também se pensa que, determinantes genéticos de viruléncia, se
localizados nas mesmas plataformas genéticas dos genes de resisténcia, possam ser co-
transportados sob a pressdo seletiva dos antibioticos (Villa, Garcia-Fernandez, Fortini, &

Carattoli, 2010). No entanto outros compostos podem contribuir para a sele¢cdo dessas
9



Caracterizagdo molecular da resisténcia a antimicrobianos em E. coli produtoras de B-lactamases de espectro alargado isoladas em cées e
estudo da partilha de clones bacterianos entre animais de companhia e coabitantes humanos.

bactérias resistentes, tal como biocidas ou detergentes, ou a presenga no ambiente de metais
pesados, pois determinantes de resisténcia podem estar presentes em replicGes que contém
outros marcadores de selecdo como protecdo contra tais compostos (Alonso et al., 2001).
Assim, alguns fatores ambientais como a polui¢do com esse tipo de compostos, pode também
contribuir para a selecdo das espécies portadoras de genes que permitam colonizar esses
habitats, transportando consequentemente genes de resisténcia que as possam acompanhar. O
nivel de resisténcia em bactérias como E. coli é considerado um bom indicador da pressédo
seletiva que estd a ser exercida pelo uso de antimicrobianos e, simultaneamente, dos
problemas a serem esperados nas bactérias patogénicas (van den Bogaard & Stobberingh,
2000).

Nas Ultimas décadas tem-se observado um crescimento marcante na prevaléncia das
resisténcias a antimicrobianos a escala global. O uso intensivo, e principalmente 0 uso
desadequado dos antibidticos levaram ao desenvolvimento e selecdo de bactérias resistentes
em diferentes ambientes. Além do seu uso como terapia em animais e humanos, 0s
antimicrobianos sdo também largamente utilizados como agentes profilaticos e como
promotores do crescimento na agricultura e aquacultura (Smet et al., 2010). Assim, bactérias
resistentes nao estdo apenas confinadas ao panorama clinico dos humanos, como hospitais,
mas também aumentaram drasticamente em animais de producdo (espécies pecuérias) e de
companhia. Os animais podem atuar assim como reservatorios e podem transmitir essas
bactérias aos humanos (ou vice-versa), ou apenas transferir genes (em caso de nao
conseguirem colonizar o intestino humano), por contacto direto ou através da cadeia de
alimentacdo, que juntamente com comércio internacional e viagens, permite a disseminacéo de

microrganismos rapidamente para paises distantes (Hawkey & Jones, 2009).

Algumas bactérias com mdltiplas resisténcias que conferem grande preocupacdo para
0s peritos da comunidade anti-infe¢do foram classificados como patogénicos ESKAPE sendo
que grande parte sdo bactérias gram-negativo: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
species (Bush, 2010). E importante monitorizar a resisténcia a antimicrobianos em bactérias
classificadas como indicadoras, como a E. coli, conforme recomendacdo da WHO (2000), e

analisar o fenotipo e mecanismos de resisténcia destas bactérias, em diferentes areas
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geogréficas, tanto em animais utilizados para consumo (Sabarinath et al., 2011) , como em

animais de companhia.

1.2.1. Antibiéticos p-lactamicos e p-lactamases

Os antibidticos disponiveis atualmente dividem-se em vérias classes:
aminoglicosideos, glicopéptidos, quinolonas, macrolideos, tetraciclinas e B-lactamicos. Os
antibioticos B-lactamicos disponiveis consistem todos na presenca de um anel B-lactdmico
reativo, podendo ser divididos em cinco subgrupos que incluem: penamos, penemos,
carbapenemos, cefemos, cefamicinas e monobactamos (Quadro ). Penamos sdo um grande
grupo de B-lactdmicos que incluem a penicilina. A natureza reativa do anel B-lactdmico torna
estes antibidticos suscetiveis a processos degradativos. Além disso, foi verificado que muitas
bactérias produzem um grupo de enzimas com capacidade degradativa, inativando o anel f-
lactdmico, por clivagem da ligacdo amida. Estas enzimas sdo conhecidas coletivamente como
penicilases onde o tipo mais prevalente sao as f-lactamases, que atacam e quebram as ligacdes
B-lactam tornando o antibidtico inofensivo para as bactérias. Juntamente, outras enzimas
podem ser produzidas, que confiram modificacdes que também inativem o antibidtico. Hoje
em dia, existem compostos (acido clavulanico - AC, tazobactamo e sulbactamo) que se ligam
as B-lactamases irreversivelmente, inativando-as e, assim, permitindo o tratamento com alguns
antibidticos B-lactdmicos. As cefalosporinas s@o 0s maiores representantes do grupo Cefem.
Estas sdo eficientemente hidrolisadas pelas p-lactamases, e o seu metabolismo de agédo é
analogo as penicilinas, formando uma ligacdo covalente com as sintetases do peptidoglicano
(PBPs), perturbando a sua formacgdo e levando posteriormente a lise celular. Segundo a
classificacdo microbiol6gica, as cefalosporinas estdo divididas em primeira até quinta geragéo,
diferindo no seu espectro de acdo antimicrobiano e na sua estabilidade. As geracBes mais
recentes sdo cefalosporinas de espectro alargado de acdo. Cefalosporinas de 12 geracdo séo
principalmente ativas contra coccus gram-positivo. Conforme se vai passando para as geracoes
seguintes, 0 espectro de acdo alarga-se as bactérias gram-negativo diminuindo porém a
atividade para as bactérias gram-positivo. Cefalosporinas de 32 geracdo sdo muito utilizadas
no controlo de infegBes por gram-negativo, adquiridas em hospitais. As de 52 geragdo foram

desenvolvidas com alvo nas bactérias resistentes. Alguns antibidticos desta classe séo efetivos
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contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) mas ineficazes contra bactérias
produtoras de B-lactamases que inativam antibioticos de largo espectro: ESBL (extended
spectrum f-lactamases). A sobre-utilizacdo de cefalosporinas de 32 geracdo é reconhecida
como um fator de risco para a selecdo de novas estirpes resistentes com importantes
consequéncias epidemioldgicas e terapéuticas. Esta classe de antibidticos devia ser
considerada para tratamento em animais apenas quando todos os outros antibioticos falham
(Gandolfi-Decristophoris, Petrini, Ruggeri-Bernardi, & Schelling, 2013). Varios estudos
confirmaram que a restricdo no uso das cefalosporinas de terceira geracdo reduz a frequéncia
de ESBL encontradas nos isolados bacterianos. Outros p-lactdamicos como monobactamos séo
resistentes a B-lactamases e ativos em gram-negativo, ndo funcionando no entanto em
bactérias gram-positivo. Imipenem, o primeiro composto do tipo Carbapenemo, tem boa
atividade contra muitos gram-positivo e negativos e ¢ resistente contra algumas [3-lactamases,
sendo assim utilizados como terapia em infe¢cbes complicadas causadas por
Enterobacteriaceae produtores de B-lactamases que inativam antibi6ticos de largo espectro,
sendo, no entanto, antibidticos mais toxicos, muito caros e de utilizacdo restrita. Além da
producdo destas enzimas, a resisténcia das bactérias aos B-lactamicos pode ser dependente da
producdo de PBP’s de baixa afinidade para os B-lactamicos (e.g. PBP2 em MRSA), ou ainda a

presenca de bombas de efluxo que adicionalmente utilizam estes antibiéticos como substratos.
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Quadro I — Subtipos de antibidticos B-lactdmicos (adaptado de www.medscape.com).

Penicilinas Baixo
espectro

Largo
espectro

B-lactamase Benzilpenicilina, Benzilpenicilina benzatina,
suscetiveis Benzilpenicilina procaina,
Fenoximetilpenicilina

B-lactamase resistentes Cloxacilina (Dicloxacilina, Flucloxacilina),
Oxacilina, Meticilina, Nafcilina

Aminopenicilinas Amoxicilina, Ampicilina, Epicilina
Carboxipenicilinas Carbenicilina, Ticarcilina, Temocilina
Ureidopenicilinas Azlocilina, Piperacilina, Mezlocilina
QOutros Meciliname, Sulbenicilina

Cefalosporinas ik
geragéo

23
geracao
33
geragéo

43
geracéo
5&
geracao

Cefazolina, Cefadroxilo, Cefalexina, Cefaloridina, Cefalotina,
Cefapirina, Cefatrizina, Cefazedona, Cefazaflur, Cefradina,
Cefroxadina, Ceftezole

Cefaclor, Cefamandol, Cefeminox, Cefonicide, Ceforanide, Cefotiam,
Cefeprozil, Cefebuperazona, Cefuroxima, Cefuzonam

Cefixima, Ceftriaxona, Cefoperazona, Cefotaxima, Cefpodoxima,
Cefdinir, Cefsulodina, Cefecapene, Cefdaloxima, Cefditorena,
Cefetamet, Cefmenoxima, Cefodizima, Cefpimizola, Cefpiramide,
Cefteram, Ceftibuteno, Cetriolene, Ceftizoxima

Cefepima, Cefpiroma, Cefquinoma, Cefozopran

Ceftobiprole, Ceftaroline fosamil

Cefoxitina, Cefotetana, Cefmetazole

(e melnglsl  Aztreonam, Tigemonam, Carumonam, Tabtoxin

O=1gor e  Imipenem, Metropenem, Ertapenem, Doripenem, Biapenem, Panipenem

A resisténcia aos B-lacatdmicos € um problema crescente e em grande parte derivado

da producdo de enzimas B-lactamases (EC 3.5.2.6), 0 mecanismo mais comum de resisténcia

a estes compostos, especialmente em bacilos gram-negativo. Todas as B-lactamases catalisam

a mesma reacdo mas devido a varios tipos de enzimas terem sido isoladas e caracterizadas,

elas foram classificadas segundo a estrutura primaria (classe A a D) e segundo as

caracteristicas funcionais bioquimicas - substrato e perfil inibitério (grupo | a IVV) (Ambler,
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1980; Bush, Jacoby, & Medeiros, 1995) (Quadro Il e Anexo 1). As B-lactamases A C e D séo
serino-lactamases e as de classe B sdo metalo-lactamases. A classe A corresponde as
penicilases, a B as metalo-p-lactamases , a C as cefalosporinases e a D as oxacilinases. As
classes A e C sdo as de ocorréncia mais frequente entre as bactérias. O grupo 1 da
classificacdo por Bush engloba as cefalosporinases (degradam cefalosporinas de espectro
alargado e sao resistentes ao AC), o grupo 2 inclui as B-lactamases suscetiveis ao AC, 0 grupo
3 consiste em metalo-p-lactamases que hidrolisam o imipenem e sdo inibidas por EDTA e
resistentes ao AC, e o grupo 4 inclui as restantes lactamases. A primeira 3-lactamase descrita
era mediada por um plasmideo e localizada num transposéo, e foi descoberta em 1960 numa
estirpe de E. coli, sendo nomeada de TEM-1 de acordo com o nome Temoniera, 0 paciente
que do qual foi isolada. De acordo com a sua localizacdo genética, a sua disseminacao foi
facilitada sendo atualmente encontrada em muitas outras espécies. Enquanto a maioria das
enzimas TEM s&o ESBL , as variantes TEM-1,2,13 conseguem apenas hidrolisar derivados da
penicilina (Livermore, 1995). Com a utilizacdo de antibidticos de largo espectro para combater
as resisténcias verificadas muitas outras variantes de TEM foram isoladas e sequenciadas, e
descobertas novas B-lactamases como SHV-1 (de Sulfhydryl variable) que pode ser localizada
no cromossoma em algumas espécies, mas sendo mediada por plasmideo em E. coli
(Heritage, 1999). SHV-2 ¢é capaz de hidrolisar cefotaxima. Estas enzimas ndo possuiam no
entanto capacidade de degradar cefalosporinas de largo espectro, monobactamicos e
carapenems. No entanto, a utilizacdo em larga escala destes antibioticos, é considerada como a
principal causa de mutagdes nestas enzimas, levando a emergéncia de outras variantes com
essa capacidade, sendo assim denominadas de cefalosporinases de largo espectro ou ESBL.
Assim podemos definir ESBL como B-lactamases codificadas em plasmideos que conseguem
hidrolisar cefalosporinas de 3* geracdo e geracdes anteriores, assim como penicilinas e
monobactamicos, mas ndo cefamicinas e carbapenemos, sendo inibidas pelo &cido clavulanico
(Colodner, 2005). No entanto, se a producdo destas enzimas for muito elevada, é possivel
resistirem & combinacdo com o acido clavulanico. Esta defini¢do continua em constante debate
e novas definicGes sdo propostas (Giske et al., 2009). Foi verificado que existem comumente
outros fatores de resisténcia presentes nos organismos ESBL, responsaveis pela resisténcia as
tetraciclinas, aminoglicosideos e quinolonas, pois sdo genes ligados ao genes bla (Colodner,

2005). Posteriormente foi descoberto outro grupo de genes de resisténcia com rapida
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disseminacdo e cuja enzima apresenta grande afinidade a cefotaxima e ceftazidima, sendo
denominada de CTX-M-1. Esta enzima foi descoberta pela primeira vez em 1995, numa E.
coli em Munique. Ao contrario de muitas B-lactamases para as quais a fonte original
permanece desconhecida, a origem do gene blacrx.m foi identificada em algumas espécies do
Género Kluyvera, pertencente a Familia Enterobacteriaceae. Na maioria dos casos, 0s genes
blactx-v adquiridos estdo associados com duas sequencias de insercdo que sdo capazes de
mobilizar segmentos de DNA flanqueadores (Toleman, Bennett, & Walsh, 2006). Estas
sequéncias de insercdo (ISEcpl e ISCR1) aparentemente foram responsaveis pela captura dos
genes blactx-v do cromossoma de Kluyvera spp. e respetiva transposicdo para plasmideos
(D’Andrea, Arena, Pallecchi, & Rossolini, 2013). Ocasionalmente outros contextos genéticos
foram reportados. Devido a constante mutacdo destas enzimas, em resposta a pressao do uso
de antibidticos, muitas outras variantes de ESBL foram descobertas. As enzimas CTX-M
tornaram-se atualmente as mais prevalentes em Enterobacteriaceae produtoras de ESBL na
Europa e outras partes do mundo e sdo atualmente divididas em cinco grupos com base nas
suas semelhancas de aminoacidos: CTX-M-1/2/8/9 e CTX-M-25 (Bonnet, 2004). Estas
diferem entre elas em menos de 10% de aminoacidos, e cada grupo inclui um nimero de
variantes que diferem por poucas substituicbes de aminoacidos (menos de 5%) (D’Andrea et
al., 2013). Uma variante, CTX-M-15 foi demonstrada como sendo a mais associada com
isolados humanos recolhidos em hospitais e tornou-se a ESBL mais disseminada
mundialmente (Nicolas-Chanoine et al., 2008) , sendo inclusive ja detetada em animais de
estimacdo (Ewers et al., 2010; Hordijk et al., 2013; Huber, Zweifel, Wittenbrink, & Stephan,
2013). Um fator essencial envolvido na expansdo de E. coli produtoras de ESBL ¢é a
disseminacdo clonal, como exemplificado pela disseminacdo global de um clone virulento
(B2-025:H4-ST131) que se pensa ser o responsavel pela disseminacdo pandémica da enzima
CTX-M-15 em hospitais e outras comunidades na Europa. A sua grande disseminacdo é
devido ao transporte do gene blactx-m-15 ser feito em plasmideos com grande mobilidade (Da
Silva & Mendonga, 2012). Até ao momento, 95 variantes foram introduzidas na base de dados
“Lahey clinic” (Anexo 2). Estas enzimas parecem ainda ser mais facilmente inibidas pelo
tazobactam do que pelo &cido clavulanico. Com a introducdo do uso de cefalosporinas de
largo espectro, e a emergéncia das p-lactamases de largo espectro, as escolhas terapéuticas

reduziram drasticamente. As estirpes ESBL tem a capacidade de inativar todos os antibioticos
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B-lactdmicos a um nivel variavel, com a excecdo dos carbapenemos. Atualmente outras séries
de ESBL menos prevalentes foram também descritas e ja possuem capacidade de hidrolisar
carpanemos, como as VEB, GES e KPC, OXA (alguns tipos atuando também em
cefalosporinas) e metalo-p-lactamases IMP e VIM, sendo assim muito preocupantes em
virtude de serem co-produzidas com outras B-lactamases, conseguirem hidrolisar praticamente
todas os B-lactdmicos (com excecdo do aztreonam), e ndo serem inibidas por nenhum inibidor
terapéutico. Em 2009, constatou-se o surgimento de uma nova enzima MBL, a NDM-1 (New
Delhi MBL) que ganhou atengcdo mundial (Yong et al., 2009). Estas enzimas ndo s&o
frequentemente encontradas em animais (Ewers, Grobbel, Bethe & Sebastian, 2011). Outro
tipo de B-lactamases observadas em gram-negativo sdo as enzimas da classe C, que se podem
encontrar codificadas em plasmideos ou cromossoma - ampC B-lactamases. Os padrdes de
resisténcia associados a ampC B-lactamases sdo muito similares a outras ESBL, conferindo
resisténcia a quase todos os B-lactimicos, no entanto, as enzimas ampC sdo fracamente
inibidas pelos inibidores de B-lactamases e usualmente conferem resisténcia a cefamicinas e
carbapenemos. As AmpC adquiridas incluem enzimas tipo ACC, CMY/LAT, MOX e DHA. O
primeiro gene ampC descoberto em plasmideo foi o CMY-1 em 1989, seqguido do CMY-2.
Desde entdo varios outros tipos como os referidos anteriormente foram descritos. Até ao
momento, CMY e DHA s&o os genes ampC mais frequentes em E. coli e K. pneumoniae. Estes
genes presentes em plasmideos estdo muitas vezes proximamente relacionadas com as AmpC
B-lactamases determinadas no cromossoma (Jacoby, 2009). A prevaléncia de f-lactamases do
tipo ampC continua a ser mais baixa que a classe A de ESBL (Migliavacca et al., 2007). A
possibilidade de uma bactéria gram-negativo ser hospedeira de varios genes de resisténcia
transportados por plasmideos como ESBL, ampC e carbapenemases ja € uma realidade. A sua
transferéncia para plasmideos, transposdes, e cassetes de genes em integrGes resultou na
disseminacdo entre espécies, tornando-se um grave problema de saude publica. Os plasmideos
sdo elementos genéticos que estdo livres no citoplasma, apresentando uma replicacdo
individual. Integrando varios genes “ndo essenciais”, podem também transportar genes de
resisténcias, passando a ser denominados plasmideos R. Estes podem conter transposdes que
sdo segmentos de DNA que podem ser transferidos entre plasmideos ou destes para o
cromossoma. Os transposdes podem transportar varios genes de resisténcia e, mesmo néo

sendo conjugativos, podem passar para outras bactérias quando existem plasmideos
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conjugativos. Integrdes sdo elementos genéticos que possuem um local no qual DNA adicional
pode se integrado sobre a forma de cassetes de genes (normalmente um gene e uma sequéncia
que funciona como local de recombinacdo), por recombinacdo mediada por uma integrase
também ai codificada. Foi recentemente criada uma compilagdo das pB-lactamases catalogadas
de acordo com a estrutura e funcdo, estando representado no trabalho de Karen Bush &
Jacoby, 2010, podendo também ser observado no quadro Il. Estas B-lactamases podem ser
produzidas por uma variedade de Enterobacteriaceae no entanto 0s organismos mais comuns
produtores de ESBL s&o a Klebsiella penumoniae, outras Klebesiellas spp. e E. coli. As -
lactamases podem ser encontradas extracelularmente em bactérias gram-positivo ou no espaco

periplasmatico em bactérias gram-negativo (Bush, 1988).

Estudos recentes demonstraram que E. coli produtoras de ESBL estdo presentes em
animais de producdo (bovinos, suinos, coelhos), animais de companhia (cdes, gatos) e em
animais selvagens (gaivotas e passariformes) (Simdes, Poirel, Da Costa, & Nordmann, 2010) e
fontes ambientais, além de humanos (Hordijk et al., 2013). Até a data a maior proporc¢éo de E.
coli produtoras de ESBL em animais foi verificada num estudo observacional em cées
saudaveis (7,8%) e gatos (12,1%), em Portugal (Costa et al., 2008; Ewers, Grobbel, Bethe &
Sebastian, 2011). O risco dos microrganismos transportarem Enterobacteriaceae produtoras
de ESBL aumenta com as terapias com antimicrobianos utilizadas pelo menos nos trés meses

anteriores (Gandolfi-Decristophoris et al., 2013).

A identificacdo de organismos ESBL em clinica é um desafio devido a variavel
afinidade destas enzimas para diferentes substratos. Algumas ESBL podem parecer suscetiveis
a cefalosporinas de terceira geragdo in vitro, no entanto, o tratamento de uma infecéo
provocado por um organismo ESBL com esse antibi6tico levaria provavelmente a uma falha
terapéutica. Nos ultimos anos, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), tem
atuado de modo a padronizar métodos de reconhecimento de ESBL, recomendando a pesquisa
em isolados de Klebsiella spp. e E. coli sendo que uma contragdo minima inibitéria - MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) superior ou igual a 8ug/mL contra cefpo-doxime e
maior ou igual a 2ug/mL para, ceftazidime, aztreonam, cefotaxime ou cefriaxone, indica
potenciais produtores de ESBL. O MIC deve ser observado apos 16-18h de incubagéo a 35
+2°C. Qutros indicadores de ESBL s@o a reducdo da resisténcia na presenca do acido

clavulanico, ou a potenciacdo da zona de inibi¢do do crescimento. Os metodos recomendados
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para detecdo de ESBL sdo: o método da difusdo de discos, a combinacdo de discos de
cefalosporina/acido clavulanico, agar suplementado com clavunato, método da substituicdo de
discos e teste tri-dimensional (Paterson & Bonomo, 2005). Recentemente foram desenvolvidos
sistemas automatizados (Vitek ou Microscan). Outro produto efetivo na detecdo de ESBL é o
Etest, pelo que estudos da sua efetividade juntamente com a dos sistemas automatizados,

foram realizados, demonstrando aproximadamente 90% de sensibilidade na detecéo.

Tendo em conta que muitos isolados clinicos transportam mais que uma p-lactamase,
estudos de caracterizacdo molecular através de multiplex PCR séo cada vez mais utilizados
para a sua detecdo, caracterizacdo de gendtipo ESBL e para estudos epidemioldgicos
(Dallenne, Da Costa, Decré, Favier, & Arlet, 2010). Muitos autores otimizaram protocolos
para a pesquisa destes genes, tendo Dallenne e colaboradores desenhado primers e otimizado
varios multiplex e simplex PCR de modo a abranger os genes mais frequentemente
responsaveis pelas resisténcias aos f-lactamicos (como apresentado no Capitulo 1l — Materiais
e métodos).

Estudos em diferentes regiGes, de modo a caracterizar a prevaléncia de genes de
resisténcia aos B-lactdmicos e outros antibidticos sdo essenciais, ndo s6 entre humanos mas
também em animais de producédo e animais de companhia. A detecdo precoce de ESBL, 0 uso
prudente dos antibidticos apropriados e a implementacdo de estratégias de controlo de infecdes

é importante para controlar a disseminacdo desta ameaca pela comunidade (Grafico I).
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Quadro Il - Classificagdo das B-lactamases segundo Ambler (1980) , exemplos enzimaticos mais associados e

fendtipos de resisténcia (adaptado de Pfeifer, Cullik, & Witte, 2010) .

Classe da

Fendtipos de

B- B-lactamases SEoE OFBITTEE resisténcia
lactamase importantes preferencial importantes
TEM-1,
B-IactaggZiﬁ (e) P gﬁ':ﬂ/i Ampicilina, cefalotina
SHV-11
. TEM-3,
ESBL tipo TEM TEM-52 .
A v EnEerobacterlaceae e Penincilinas,
ESBL tipo SHV SHV-lé nao fermentadores cefalosporinas de 32
i} geracio
. CTX-M-1,
ESBL tipo CTX-M CTX-M-15
KPC, GES, Todos os
Serino-g- I RTEEESS SME B-lactdmicos
lactamases . Cepfamicinas
C (50 Hirenser AMpC Enterobacter spp. (cefoxitina)
cromossoma) P Citrobacter spp. Cefalosporinas de 32
geracao
AmpC cefamicinases CMY, DHA, &Zﬂ%?ilglnna:;s
(codificados por MOX, FOX, I . d 2
lasmidio) ACC cefa osporinas de 3
P geracdo
B-lactamase de amplo OXA-1 OXA-9 Enterobacteriaceae Oxacillina,
D espectro ' ampicilina, cefalotina
Enterobacteriaceae; A. Penincilinas
ESBL tipo OXA OXA'ibOXA_ baumannii cefalosporinas de 32
geracao
OXA-48, OXA- Ampicilina,
Carbapenemases 23,-24, imipenem, todos os f3-
.58 lactdmicos
Metallo-g- B Metallo-B-lactamases VIM IMP Enterobacteriaceae e Todos 0s
lactamases (carbapenemases) ndo fermentadores B-lactamicos

1.2.2. Quinolonas

As quinolonas estdo entre os antimicrobianos mais comumente prescritos devido a sua

atividade de largo espectro. Resisténcia as quinolonas é principalmente mediada pela mutagéo

de genes cromossomais que codificam para DNA girase ou topoisomerase 1V. As subunidades

de DNA girase sdo codificadas pelo genes gyrA e gyrB, enquanto que as subunidades
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correspondentes a topoisomerase 1V sdo codificadas pelos genes parC e parE. Estas duas
enzimas trabalham em conjunto durante a replicacdo, transcri¢do, recombinacédo e reparacdo
do DNA. As quinolonas blogueiam a acdo destas enzimas formando um complexo inativo
antibidtico-enzima-DNA. Algumas bactérias sdo capazes de sobreviver com apenas DNA
girase mas a maioria das bactérias apresenta ambas as enzimas (Jacoby, 2005). Em bactérias
gram-negativo a enzima girase € mais suscetivel a inibicdo pelas quinolonas que a
topoisomerase 1V, enquanto nas gram-positivo a topoisomerase IV é o alvo principal. Assim,
mutagdes que conferem resisténcias ocorrem primeiro em gyrA em bacterias gram-negativo,
mas ocorrem primeiro em parC em gram-positivo. Muta¢es no alvo mais suscetivel define o
nivel de suscetibilidade e muta¢6es noutros genes contribuem para o aumento da resisténcia.
As mutacdes envolvem substituicdes de aminacidos numa regido da subunidade GyrA e ParC
chamada de “regido determinante da resisténcia as quinolonas” (QRDR). Inicialmente
pensava-se que a resisténcia as quinolonas sO poderia ser adquirida por mutacoes
cromossomais até que foram descritos genes de resisténcia presentes em plasmideos. Os
grupos principais de determinantes de resisténcia as quinolonas mediados por plasmideos
(PMQR) foram identificados: gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS, sendo responsaveis pela
inibicdo da ligacdo das quinolonas ao DNA pois sdo proteinas que se ligam a girase ou
topoisomerase 1V protegendo-as do antibidtico, permitindo a continuacdo da replicacdo do
DNA; aac(6’)-lb-cr, que codifica uma variante de aminoglicosideo que modifica a
ciprofloxacia, reduzindo a sua atividade, e gepA, que codifica a formacdo de uma bomba de
efluxo para as quinolonas hidrofilicas como ciprofloxacina e norfloxacia. No entanto, quando
sozinhos, os genes PMQR ndo conferem, resisténcia total as quinolonas, havendo porém,
varios estudos que suportam que o aumento da prevaléncia de genes PMQR (i.e. gnr e
aac(6’)-1b-cr) tém contribuido para o aumento da resisténcia as quinolonas em
Enterobacteriaceae, pois embora confiram baixo nivel de resisténcia, potenciam o nimero de
mutantes resistentes que podem ser selecionados numa populagdo (Cesaro et al., 2008).
Cesaro et al., 2008 e Lascols et al., 2007 demonstraram que resisténcia a ciprofloxacina esta
diretamente relacionada com o nimero de mutacdes em gyrA e parC, e posteriormente com a
presenca adicional de genes gnr, em estripes de Enterobacter cloacae e E. coli. Os genes de
resisténcia gyrB e parE sdo menos pesquisados pois conferem baixos niveis de resisténcia e

mutagdes nesses genes sdo menos frequentes relativamente ao genes gyrA e parC (Hooper,
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1999). Estas resisténcias estdo frequentemente associadas a Enterobacteriaceae com
fenotipos de resisténcia especificos, como ESBL e/ou reduzida suscetibilidade ao &cido
nalidixico. As quinolonas sdo comumente utilizadas para tratar ITU em cées e gatos, sendo a
enrofloxacina (um anélogo da ciprofloxacina) o mais prescrito (Liu, Boothe, Thungrat, & Aly,
2012). Resisténcia a esta classe de antimicrobianos estd frequentemente associado com
multirresisténcias, tendo este facto também ja sido verificado em cdes e gatos (Shaheen,
Boothe, Oyarzabal, & Smaha, 2010). A ligacdo genética entre baixa resisténcia as quinolonas
e outras multirresisténcias (B-lactamicos, aminoglicosideos, sulfonamidas) promove a co-
selecdo das resisténcias as quinolonas aquando da exposicdo a outros antimicrobianos
(Lavigne et al., 2006), pois 0 gene que codifica a resisténcia a esta classe de antimicrobianos
integra uma “bateria” de genes, que codificam resisténcias a outros tipos de antimicrobianos,
ou seja, uma vez induzida a resisténcia as quinolonas, a bactéria vai apresentar ndo soO

resisténcia a essa mas também a outras classes de agentes antimicrobianos (Wilcox, 2009).

Gréfico I — Proporcdo de resisténcia a cefalosporinas de 32 geracdo (A) e fluoroquinolonas (B) em E. coli em
alguns paises, em 2011. Em cinza estdo paises que ndo foram incluidos ou reportaram menos de 10 isolados.
(retirado de http://ecdc.europa.eu/)
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1.3. Enterococcus spp.

Enterococcus spp. sdo bactérias gram-positivo, em forma de cocos, apresentando-se
em pares ou pequenas cadeias, anaerobios facultativos, normalmente catilase negativos,
crescem a temperaturas compreendidas entre 10° e 45°C, em meios com 6,5% NaCl, a pH 9.6,
na presenca de bilis e mantém viabilidade ap6s aquecimento a 60°C durante 30min, sendo
algumas espécies modveis (E. casseliflavus e gallinarum) devido a pequenos flagelos.
Apresentam ainda um metabolismo fermentativo, seguindo a via Embden-Meyerhof-Parnas,
resultando na producdo de A&cido lactico. Tolerancia a bilis e hidrolise da esculina
frequentemente indicam a presenca de Enterococcus. Estes encontram-se frequentemente no
trato gastrointestinal de mamiferos e aves e sdo facilmente isolados no solo, aguas de
superficie, sedimentos, vegetacdo associada com aguas superficiais, ambientes maritimos
(devido a sua capacidade de tolerar elevadas concentracBes salinas), e alimentos como o
queijo (Anderson, Whitlock, & Harwood, 2005; Harwood et al., 2004). Enterococcus faecium
e faecalis fazem parte da flora fecal e intestinal de humanos e animais, no entanto séo
organismos notoérios na medicina humana e veterindria pela sua inerente e adquirida
resisténcia a mdltiplos antibidticos, e presenca de fatores de viruléncia capazes de causar
doenca particularmente em individuos com patologias intercorrentes (Teng, Jacques-Palaz,
Weinstock, & Murray, 2002). Estudos recentes documentam que Enterococcus spp. Sao
considerados importantes agentes causadores de infe¢cbes nosocomiais, estando associados a
casos de endocardite, bacteriemia, infecGes urinrias e septicémia neonatal (Fisher & Phillips,
2009) sendo que 85 a 95% das infecBes provocadas por Enterococcus spp. sdo causadas pela
espécie E. faecalis, e 5-10% por E. faecium (Moellering, 1992). Enterococcus sdo o segundo
grupo mais estudado de bactérias (depois da E. coli) devido a sua importancia como agente
patogénico. Enterococcus sdo também pesquisados para avaliar a qualidade da dgua , enquanto
indicadores de contaminacdo fecal . Assim, a correta identificacdo da espécie é necessaria para
a monitorizacdo clinica e ambiental. No entanto, os enterococos sdo ativos contra alguns
patogénicos presentes nos alimentos, podendo ser sugerida a sua utilizagdo como
bioconservadores em alimentos (Franz, van Belkum, Holzapfel, Abriouel, & Galvez, 2007).

Também tém sido investigados como potenciais probiodticos, embora seja uma questdo
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controversa devido ao aumento das infe¢cGes provocadas por estes microrganismos (Martin-
Platero, Valdivia, Magueda, & Martinez-Bueno, 2009).

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas e comparacdo dos perfis de utilizacéo de
carbohidratos, tal como a presenca de certas enzimas e a formagéo de certos metabolitos em
meios definidos, sdo caracteristicas que permitem diferenciar e identificar Enterococcus spp.
Estes métodos baseados no fenotipo, em testes bioquimicos, ou kits comerciais, utilizados
para identificar e caracterizar as espécies ndo sdo muito discriminatérios ou precisos, devido
as similaridades existentes entre certas espécies. Adicionalmente, sdo trabalhosos (é preciso
preparar material para varios testes), e podem ser dispendiosos. As analises com base no
DNA, como genotipagem, sequenciacdo genética, e estudo da presenca de genes
caracteristicos da espécie com primers especificos, sdo também utilizados para a especiacdo
de Enterococcus, tendo como grande vantagem focarem-se na composic¢do Unica de acidos
nucleicos dos microrganismos, em vez da expressdo fenotipica dos produtos codificados pelos
respetivos genes. A sequenciacdo do gene 16S rRNA ¢ considerado “the gold standard” para a
identificacdo microbiana (Clarridge, 2004), no entanto métodos de genotipagem como BOX-
PCR sdo mais acessiveis e ndo requerem andlise por sequenciacao. Além disso, os métodos de
genotipagem conseguem ser mais discriminatorios dentro das mesmas espécies ou espécies
préximas, permitindo estudos de diversidade a nivel das estirpes. A sequenciacdo de
16SrRNA permite uma boa discriminacdo entre espécies e estudos de relagdes filogenéticas,
mas é inadequado para subespécies e identificacdo de estirpes (Nayak, Badgley, & Harwood,
2011).Varios estudos epidemioldgicos envolvendo a caracterizacdo ao nivel da estirpe e
diferenciacdo intra-espécies foram relatados. Muitos desses estudos lidam com a prevaléncia
de E. faecium resistentes a vancomicina (VRE) em pacientes hospitalizados (Morrison,
Woodford, Barrett, Sisson, & Cookson, 1999; Vancanneyt et al., 2002), ou com a transmissao
de Enterococcus spp. de animais para humanos (Bates, Jordens, & Griffiths, 1994) . Outros
avaliam ainda as relacGes gendmicas entre E. faecium isolados de humanos, de alimentos e de
animais (Jurkovic et al., 2007). As varias técnicas utilizadas para tipagem molecular variam
entre os trabalhos, desde a utilizacdo de AFLP (Amplified fragment length polymorphism),
REA (Restriction endonuclease analysis), estabelecimento de perfil plasmidico, ribotipagem,
RAPD-PCR (Random amplified polymorphic DNA), PFGE (pulsed field gel electrophoresis),

MLST (Multilocus sequence typing) e ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive intergenic
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consensus). PFGE € considerado como sendo superior, na interpretacdo da proximidade clonal
de entre varias espécies bacterianas incluindo Enterococcus spp. (Descheemaeker, Lammens,
Pot, Vandamme, & Goossens, 1997). No entanto, Jurkovic et al., 2007, concluiram que para
objetivos epidemioldgicos a utilizacdo de ERIC PCR, comparado com outros métodos,
apresenta beneficios pela sua rapidez e baixo custo. Alguns primers para o gene especifico do
Geénero foram desenhados tendo em conta o gene 16S rRNA e permitiram a distincdo de
estirpes. A amplificacdo por PCR seguida de sequenciacdo e comparagdo com 0s genes alvo
permitiu diferenciacdo entre as espécies. Foi verificado recentemente que alguns genes como
fator de elongacdo (EF-tu) e superdxido dismutase dependentes de manganés parecem
apresentar regides variaveis especificas de cada espécie que podem ser uteis para 0
desenvolvimento de métodos para identificacdo de espécies. Assim, em 2004, Jackson,
Fedorka-Cray, & Barrett desenvolveram uma metodologia de multiplex PCR que permitiu
identificar o género e a espécie simultaneamente. O gene da superoxide dismutase (sodA) foi
identificado como um alvo potencial para a diferenciacdo de espécies (Poyart, Quesnes, &
Trieu-Cuot, 2000), devido ao facto das variacbes no gene parecerem ser maiores entre as
espécies e menor intra-especies. Assim, foram desenhados primers especificos da espécie com
base em sequéncias Unicas do gene sodA para cada espécie, sendo que através de sete grupos
de reacOes de multiplex PCR, com dois protocolos de amplificacdo, se obtém a identificagcdo
de 23 espécies de Enterococcus e se simplifica grandemente o procedimento de especiacao
(como descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos). Estes primers foram desenhados por
amplificagdo de uma porgdo do gene sodA utilizando primers degenerados, seguido de
sequenciacdo desses produtos e comparacdo das sequéncias genéticas conservadas dentro de
cada espécie e degeneradas entre espécies. Quando juntamente com primers para identificacdo
de género (como os desenhados por Deasy, Rea, Fitzgerald, Cogan, & Beresford, 2000), o
multiplex PCR fornece um método preciso para identificacdo de Enterococcus, sem a
necessidade de realizacdo de testes fenotipicos extensivos. Varios testes foram realizados e
comparagdo com varios kits permitiu definir este método como eficaz. Alguns problemas
foram verificados quando culturas muito puras ndo eram utilizadas, resultando numa mistura
de bandas e de resultados , algumas bandas inespecificas, que no entanto se encontram fora

dos pesos dos produtos que sdo esperados sendo facilmente identificadas como artefactos.
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Espécies ndo caracterizadas ou isolados menos frequentes que possam conter variagdes nas
sequéncias sodA, podem também resultar na ndo produgédo de amplicdes.

Os glicopeptidos (Vancomicina e Teicoplanina) sdo antibidticos de Ultimo recurso
utilizados no tratamento de infegdes causadas por enterococos multirresistentes. Estes
antibioticos interferem com a biossintese do peptidoglicano por se ligarem ao residuo terminal
D-alanil-D-alanina do peptidoglicano, inibindo assim a sintese da parede celular. Resisténcia a
esses importantes antibidticos foi encontrada em varias partes do mundo (Schouten,
Hoogkamp-Korstanje, Meis, & Voss, 2000) (Grafico — Il). Além de ser alarmante a
transmissdo da resisténcia a vancomicina entre Enterococcus spp., esta resisténcia pode
também ser adquirida por outras espécies do Género Staphylococcus (Cetinkaya, Falk, &
Mayhall, 2000). VRE podem ser classificados pelo fen6tipo ou genétipo. Os fendtipos de
resisténcia aos glicopéptidos em Enterococcus spp. podem ser distinguidos de acordo com o
nivel de inducdo de resisténcia a vancomicina e teicoplanina. Alguns genes de resisténcia
foram descritos, onde alguns sdo mecanismos adquiridos e outros séo propriedades intrinsecas.
Genes de resisténcia vanA e vanB foram verificados primariamente em E. faecium e E.
faecalis (Woodford, 1998), e sdo os gendétipos de resisténcia mais comuns. A aquisi¢do do
gene vanA confere resisténcia a elevadas concentracbes de vancomicina e teicoplanina,
enguanto que organismos portadores de vanB sdo resistentes a vancomicina numa vasta gama
de concentracfes e geralmente suscetiveis a teicoplanina. O fendtipo vanC, de resisténcia
intrinseca a baixas concentracBes de vancomicina, foi descrita em E. gallinarium e E.
casseliflavus (Woodford, 1998). O fenotipo de vanD é caracterizado pela resisténcia a
moderados niveis de vancomicina e baixos niveis de teicoplanina e foi descrita num isolado de
E. faecium (Perichon, Reynolds, & Courvalin, 1997). VanE é um tipo induzivel de resisténcia
a baixos niveis de vancomicina e exibe suscetibilidade a teicoplanina, e foi apenas detetado
numa estirpe de E. faecalis . Recentemente foi detetado um gene vanG em quatro estirpes de
E. faecalis isolados em hospital, que apresentam nivel de resisténcia moderado a vancomicina
e susceptibilidade a teicoplanina (McKessar, Berry, Bell, Turnidge, & Paton, 2000).
Enterococcus sdo tipicamente tolerantes aos B-lactdmicos , devido a producéo de PBP de baixa
afinidade, cuja quantidade produzida € proporcional a resisténcia a penicilina, e também
devido a producdo de B-lactamases em baixa quantidade e independente da presenca de

indculo (Cetinkaya et al., 2000). Resisténcia a aminoglicosideos, como a estreptomicina
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ocorre devido a baixa permeabilidade celular (que confere um nivel de resisténcia moderado) ,
ou devido a producdo de enzimas inativadoras (confere elevado nivel de resisténcia),
mecanismo que confere também resisténcia a gentamicina e outros aminoglicosideos, sendo a
resisténcia a gentamicina um bom indicador da resisténcia a outros aminoglicosideos,
excetuando a estreptomicina, cuja enzima de inativacdo é diferente. E. faecium é mais
resistente as penicilinas e E. gallinarium é mais resistente aos glicopéptidos que E. faecalis.
Adequada identificacdo das espécies de enterococos €, mais uma vez, importante pois existem
diferencas especificas em cada espécie relativamente a suscetibilidade aos antibidtico f-
lactamicos e glicopéptidos. Varios estudos para caracterizagcdo destas resisténcias por PCR
foram realizados, havendo ja varios protocolos (Kariyama, Mitsuhata, Chow, Clewell, &
Kumon, 2000; Patel, Uhl, Kohner, Hopkins, & Cockerill, 1997; Pérez-Hernandez, Méndez-
Alvarez, & Claverie-Martin, 2002). Um dos métodos desenvolvidos de multiplex PCR é
rapido e simultaneamente identifica os isolados de Enterococcus ao nivel do género (tendo
como alvo o gene tuf que codifica um fator de elongacdo que estd envolvido na formacdo da
cadeia peptidica, que € um constituinte essencial da parede celular) e a0 mesmo tempo deteta
os tipos de genes mais frequentes de resisténcia a vancomicina (vanA, vanB,vanCl,
vanC2/C3) transportados por esses isolados. Vérias resisténcias foram verificadas em isolados
0 que faz com que seja necessario a realizacdo de testes de suscetibilidade antes da realizagdo

de terapias com antimicrobianos.
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Grafico Il — Proporcdo de resisténcia a vancomicina em Enterococcus faecium (A) e faecalis (B) em alguns
paises, em 2011. Em cinza estdo paises que ndo foram incluidos ou reportaram menos de 10 isolados. (retirado de
http://ecdc.europa.eu/)
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1.4 . Transferéncia bacteriana entre espécies

A resisténcia antimicrobiana € um problema muito complexo que envolve varias
espécies bacterianas, varios mecanismos, transferéncia de genes e reservatorios (Guardabassi,
Schwarz, & Lloyd, 2004). Vérios estudos demonstram que a utilizacdo de antimicrobianos
como potenciadores de crescimento de animais para consumo, contribui largamente para a
selecdo de estirpes resistentes ao qual somos expostos através da cadeia de alimentacdo
(Wegener, Aarestrup, Gerner-Smidt, & Bager, 1999) , ou transferéncia indireta através de
aguas ou materiais contaminados. Os antimicrobianos utilizados em animais para consumo sdo
frequentemente administrados de um modo que contribui para 0 aumento das resisténcias, pois
sdo administradas doses sub-terapéuticas, 0s tratamentos sdo repetidos em massa e
prolongadamente como promotores de crescimento ou sdo ainda utilizados como profilaticos
na alimentagdo e &gua. No entanto alguns autores consideram que este problema é

sobrevalorizado, sendo esquecidos 0s meios de transmissdo ndo derivados da alimentacdo
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(Barber, Miller, & McNamara, 2003) existindo uma grande percentagem de aquisicdo
bacteriana resistentes através do contacto entre humanos, exposicdo ambiental, e transmissao
direta via contacto com os animais de estimagdo. O numero de cées e gatos na sociedade atual
é cada vez maior e 0 nosso comportamento para com eles tem vindo a mudar. Se no passado,
0s cédes eram mantidos fora de casa, agora partilhamos locais de repouso com eles. Contacto
fisico como festas e lambidelas ocorre frequentemente devido a corrente percecdo destes
animais como membros da familia (Guardabassi et al., 2004; Voith, 1985). Pela mesma razao,
depositamos muito cuidado na saude e bem estar destes animais, 0 que leva a grandes
cuidados veterinarios, tratamentos e uso de medicacdo como antimicrobianos como prevencao,
ou para tratamento de doencas infeciosas. Especialmente em cées, estes tratamentos incluem
preparacdes antimicrobianas e outros compostos de grande importancia para tratamento de
infecdes humanas. Em parte, devido a venda de medicacdes e tratamentos para animais de
estimacdo ser um nicho de mercado e por haver alguma facilidade na prescricdo de
antimicrobianos em casos de diagnostico duvidosos, sem testes prévios para identificacao
bacteriana e testes de suscetibilidade para melhor selecdo de antibidtico e, também, devido a
pressdo exercida pelos clientes em ser administrado algum tipo de tratamento, origina 0 uso
inapropriado de antibidticos. Assim, verifica-se um aumento na prescricdo de certos
antibiodticos de largo espectro na pratica veterinaria de pequenos animais, como quinolonas e
cefalosporinas, maior que na industria de animais de producdo alimentar, devido a
possibilidade de ineficacia do tratamento com antibidticos de primeira linha, que obriga a nova
consulta e faz os clientes se questionarem da eficacia dos tratamentos e do atendimento.
Embora em Portugal a Unica cefalosporina de largo espectro autorizada para 0 uso em caes e
gatos seja a cefovecina, outras mais estdo autorizadas para o0 uso em animais de producéo e
medicina humana, podendo ser adquiridas livremente, pelo que podem ser utilizadas na pratica
clinica da medicina veterinaria. Como consequéncia, resisténcia a estes compostos emerge
tanto em bactérias patogénicas como comensais. A transmissdo de agentes comensais ou
patogénicos da flora microbiana, entre animal de companhia e proprietario, pode ocorrer
diretamente através do contacto com fezes (via fecal-oral), urina, saliva, unhas, pele e pelo, ou
ainda por arranhdes, mordidelas, por vetores (pulgas, carragas) ou indiretamente atraves de
superficies e utensilios domésticos que os animais tenham acesso (mantas, brinquedos,

coleiras) (Schwarz 2001; Johnson 2001),originando dois hospedeiros. Ao contrario de muitas
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doencas, a resisténcia a antimicrobianos pode ser transmitida de um hospedeiro para outro,
mesmo na presenca de um numero baixo de bactérias. A ocorréncia dos mesmos genes de
resisténcia em bactérias de diferentes fontes sugere que a transferéncia esta associada com
elementos genéticos maéveis, sendo muito dificil determinar onde o gene apareceu em primeiro
e em que direcdo a transferéncia foi efetuada, no entanto, tipagem molecular das estirpes em
questdo ird fornecer informacdo importante que confirma ou exclui a proximidade dessas
estirpes, isoladas do humano e do animal. A tipagem genética de microrganismos € possivel
através de variadas técnicas que tém como base variacdes a nivel do genoma entre diferentes
estirpes, permitindo o estudo da filogenia de organismos. O objetivo final destas técnicas é a
obtencdo de um padrdo de bandas (fragmentos de DNA) comparavel e especifico para cada
estirpe, resultante da amplificacdo de certas sequéncias repetitivas e conservadas do DNA ou
através da fragmentacdo deste, resultante da utilizacdo de enzimas de restricdo. Varios surtos
de infecOes foram estudados, através de PFGE, um método muito discriminatério para tipagem
bacteriana, que comprovou a transmissio humana — animais. E o caso de surtos de
salmonelose (Stehr-Green & Schantz, 1987) e campilobacteriosis (Neimann, Engberg,
Mglbak, & Wegener, 2003; Salfield & Pugh, 1987). Vérios estudos existem e comprovam a
passagem de bactérias patogénicas entre humanos e animais de estimagdo, mas pouco é sabido
da troca de flora bacteriana comensal entre animais e humanos que vivem em conjunto. O
conhecimento corrente é limitado principalmente a transmissdo de S. intermedius , uma
bactéria comensal mas também patogénica em cdes e gatos, e que esta muito presente nos
trabalhadores de clinicas que estdo em constante contacto com este animais (Harvey, Marples,
& Noble, 1994). O facto de esta bactéria ser rara em humanos sugere transmissao animal-

humano.

As classes de antibidticos frequentemente utilizados na medicina veterinaria de
pequenos animais sdo as penicilinas, cefalosporinas, macrolideos, lincosamidas, acido
fusidico, tetraciclinas, clorofenicol, sulfonamidas, aminoglicosideos, e quinolonas. Em muitos
paises, ndo ha registos do consumo de antimicrobianos administrados em animais de
estimacdo. Assim torna-se impossivel de determinar a pressao seletiva imposta pelo seu uso e
o0 seu efeito no desenvolvimento das resisténcias. Assim, é deixado a responsabilidade de cada
veterinario, seguir as instrucbes de vérias organizacbes, de modo a minimizar o

desenvolvimento de resisténcias e manter assim a  eficacia dos correntes agentes
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antimicrobianos. Apesar da autorizacdo para o uso das quinolonas na veterinaria de pequenos
animais seja recente na Europa (meados de 1990) , resisténcia a esta classe de antibidticos
comeca a emergir em bactérias colonizadoras dos animais. Animais de estimacao podem ser
reservatorios de espécies bacterianas e genes de resisténcia de importancia clinica para os
humanos, como MRSA, VRE e Salmonela typhimurium multirresistente. No entanto deve ser
referido que estes animais parecem ser contaminados pela exposicao a humanos infetados nédo
sendo assim provavelmente o reservatério primario, mas atuando como reservatorio
secundario (por exemplo no caso de MRSA) (Guardabassi et al., 2004). De modo a preservar e
eficdcia da vancomicina na medicina humana, o uso de avoparcina como promotor do
crescimento animal em animais de producdo foi banido na unido europeia em 1997. No
entanto, alguns estudos demonstram a presenca de VRE, especialmente em Enterococcus
faecium, em cdes que vivem em contacto com animais de quinta, mas também em areas
urbanas. VRE presentes em cées apresentam o gene vanA e exibem mdltiplas resisténcias a
outros antimicrobianos como macrolideos, tetraciclinas, e aminoglicosideos. Assim, embora a
vancomicina nao seja utilizada na clinica veterinaria, VRE devem ser co-selecionados pelo
uso de outros antibidticos. Alguns estudos descreveram a ocorréncia de E. coli produtoras de
ESBL/ampC em animais de consumo, que se verifica serem também isoladas em animais de
companhia (Hordijk et al., 2013). Alguns dos genes mais frequentemente associados com
resisténcias bacterianas nos animais de companhia (e que correspondem a varias enzimas)
sdo: genes blactx-m (11415), Sequido de blarem.s; € blasyy-12, € blacmy-2 entre as ampC f-
lactamases (Quadro I11) (Carattoli et al., 2005; Gandolfi-Decristophoris et al., 2013) . Uma
distribuicdo semelhante é observada em humanos onde blacrx-m-14 € blacTx-m-15 S840 0s mais
verificados independentemente da regido (Ewers, Bethe, Semmler, Guenther, & Wieler, 2012).
A informacéo publicada até a0 momento representa uma pequena diversidade de p-lactamases
de largo espectro de origem animal comparada com o que estd documentado em humanos.
Visto que as enzimas reportadas refletem normalmente as mais encontradas em amostras
humanas de acordo com a regido geografica, é possivel assumir que devido ao pegueno

namero de estudos em clinica veterinaria, apenas as enzimas mais frequentes sao detetadas.

Em algumas patologias, como o caso de ITU, apesar da flora fecal da propria pessoa
ser normalmente a fonte da E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) responsavel pela

patologia (Yamamoto et al., 1997), os reservatorios externos de onde o hospedeiro
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inicialmente adquiriu tais estirpes sdo pouco estudados e compreendidos, assim como 0S
mecanismos de transmissdo (Johnson, Owens, Gajewski, & Clabots, 2008).Algumas
evidencias suportam a ideia da ocorréncia da transmissdao de EXPEC via sexual (Johnson,
Brown, Carlino, & Russo, 1998). Isso justificaria as recorrentes infecdes verificadas sempre
pela mesma estirpe, pois 0 agente patogénico persiste no reservatério externo (o parceiro
sexual). No entanto, dois estudos longitudinais envolvendo um agregado sugeriram que a
transmissdo de clones de uma mesma E. coli dentro de um mesmo espaco, pode também
envolver pais, criancas , familiares e animais de estimacdo. Dentro de um agregado familiar
conseguiram verificar que o clone responsavel pela ITU da mée era partilhada por véarios
membros, incluindo o cdo (Johnson & Clabots, 2006). Os cdes sdo considerados como um
potencial reservatério de E. coli capaz de causar infe¢des do trato urinario em mulheres, em
varios estudos (Johnson et al., 2000; James R Johnson, Stell, & Delavari, 2001), revelando
perfis similares em PFGE, e presenga de fatores de viruléncia quer nas E. coli fecais dos
canideos, quer nas E. coli isoladas de mulheres com cistites. No entanto, outros estudos
compararam a suscetibilidade antimicrobiana de isolados fecais de cées e isolados fecais e da
urina em humanos e encontraram uma baixa percentagem de resisténcias em isolados dos cées
concluindo que os caes também possam estar em risco de adquirirem E. coli resistentes dos
humanos (Sannes, Kuskowski, & Johnson, 2004). Noutro trabalho também foi observado que
isolados de E.coli obtidos de fezes de animais que nunca tinham tido contacto com humanos
ndo apresentavam resisténcias e que havia um aumento destas a medida que aumentava a
exposicdo a humanos (Skurnik et al., 2006). Num trabalho de James R Johnson & Clabots,
2006, encontraram alguma dificuldade na distin¢do de estirpes com diferengas muito subtis,
aquando da utilizacdo de uma s enzima de restricdo em PFGE, no entanto, quando utilizadas
duas, foram detetadas variacbes no perfil genotipico que inicialmente parecia igual, mas
apenas quando eram estirpes isoladas de diferentes agregados, 0 que ndo se verificou quando
eram estirpes isoladas de diferentes membros dentro de um mesmo agregado, o que fornece
evidéncias da disseminacdo de estirpes clonais. Neste estudo, a partilha foi mais comum entre
animais de estimacdo, seguida de humanos, e em ultimo partilha entre animais-humanos. No
entanto, confirmou-se que humanos e seus animais de estimagdo transportam 0s mesmos
clones de E. coli podendo ser a partilha em qualquer direcdo. E, porque mais de 50% das E.

coli fecais de cées e gatos exibem caracteristicas virulentas, apresentando potencial patogénico
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para os humanos (Johnson, Stell, & Delavari, 2001) , é possivel que uma estirpe co-partilhada
entre humanos e animais surja como uma ameagca a saude dos humanos, mais que a partilha de
clones entre humanos. Apesar destes estudos sugerirem que transmissdo bacteriana entre
espécies possa ocorrer, tambem foram isoladas E. coli semelhantes de cdes e humanos sem
contacto direto ou ambiental, o que ndo exclui a possibilidade que humanos e animais
adquiram as mesmas estirpes de fontes externas comuns, sem trocarem diretamente as estirpes
(Johnson, Delavari, Stell, et al., 2001). No entanto, devido a estudos que comprovam a
transmissao de outros microrganismo patogénicos de cdes e gatos para humanos (Elliot, Tolle,
Goldberg, & Miller, 1985) parece muito provavel que os humanos encontrem E. coli de fontes
canideas ou felinas, com alguma frequéncia, quer nos proprios animais, ou no ambiente
partilhado. A hipotese de humanos serem colonizados e infetados por E. coli derivadas de
animais domeésticos, sugere que as praticas de utilizacdo de antibioticos em veterinaria possam
ter implicagdes significantes na selecdo de resisténcias antimicrobianas entre, o que
potencialmente poderdo ser, microrganismos patogénico para humanos. Similarmente, as
praticas de utilizacdo de antibidticos em medicina humana podem também influenciar a
selecdo de resisténcias em potenciais agentes patogénicos animais. Mais estudos da
transmissdao de microrganismos entre animais domésticos e humanos, das consequéncias para
a saude de tais transmissGes, e da prevaléncia de ESBL em animais de companhia sdo
necessarios, pois a informacéo até agora é limitada. Em Portugal existem muitos estudos com
variados animais, mas poucos sendo com animais de companhia, sendo que um deles foi
realizado por Costa et al., 2008 que verificou que em cdes e gatos saudaveis a resisténcia a
cefalosporinas de 3* gera¢do e outros [-lactimicos era baixa comparando com outros
antibidticos. No entanto, noutros paises como a Holanda, utilizando meios seletivos,
conseguiram isolar Enterobacteriaceae do trato intestinal, produtoras de ESBL/ampC em
percentagens de presenca de 45% em cdes saudaveis, 55% em cdes com diarreia, e 25% em
gatos (Hordijk et al., 2013). Em Portugal, em nenhum estudo €é abordada a comparagédo entre
as estirpes isoladas dos animais e as estirpes isoladas dos proprietarios e seu habitat

domeéstico.
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Quadro 111 - Presenca de B-lactamases em caes e gatos doentes e saudaveis em diferentes trabalhos (retirado de
Smet et al., 2010). Outro quadro mais detalhado apode ser encontrada no trabalho de Ewers, Grobbel, Bethe &
Sebastian, 2011.

Percentagem das Proporgéo (%)

amostras em que de amostras
: foram encontradas positivas em . Ano de A
Animal Espécie | . Referéncia
B-lactamases gue cada p- isolamento
(numero total de lactamase foi
amostras testadas) descoberta
Cées 10.4 (75) TEM-52 (75), E.coli  Nao Portugal Costaetal.,
CTX-M-1 (25) especificado 2004
20 (72) CTX-M-1(7.5) E.coli  2001-2003 Italia Carattoli et
al., 2005
14.3 (70) CTX-M-1(40), E.coli 2006 Chile Moreno et
CTX-M-14 (40), al., 2007
PER-2 (50)
7(72) CMY-2 (5) E.coli  2001-2003 Italia Carattoli et
al., 2005
5.7 (70) CTX-M-1 (100), E.coli 2006 Chile Moreno et
PER-2 (75) al., 2007
Animais doentes
Caes 19.4 (72) CTX-M-1(52), E.coli 2001-2003 Italia Carattoli et
SHV-12 (20) al., 2005
4.2 (72) SHV E.coli  Nao Portugal Feriaetal.,
especificado 2002
11 (72) AmpC E.coli Néo Portugal Feriaetal.,
especificado 2002
1.6 (61) CTX-M-15(33) E.coli  2004-2006 Portugal Pomba et
al., 2008
3.2 (61) CMY-2 (66) E.coli  2004-2006 Portugal Pomba et
al., 2008
1.4 (72) CMY-2 (5) E.coli  2001-2003 Italia Carattoli et
al., 2005
4.7 (780) CMY-7 E.coli  2000-2001  Australia Sidjabat et
al., 2006
2.7 (72) CTX-M-1(10.5) E.coli  2001-2003 Itélia Carattoli et
al., 2005
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1.3. Técnicas de genotipagem bacteriana

1.3.1. ERIC-PCR

Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), séo sequéncias pequenas e
repetitivas de DNA e muito conservadas. Sao regides de 126pb ndo codificantes, presentes em
multiplas copias nos genoma da maioria dos gram-negativo e em alguns gram-positivo
(Hulton, Higgins, & Sharp, 1991; Versalovic et al., 1991; Woods, Versalovic, Koeuth, &
Lupski, 1993). O ERIC PCR utiliza uma combinagdo de primers desenhados com alta
homologia para essas sequéncias repetitivas inter-genicas, de modo a gerar um padréo
electroforético de bandas entre 50 a 3000pb (Di Giovanni, Watrud, Seidler, & Widmer, 1999)
resultantes da amplificacio de DNA entre as sequéncias ERIC, por PCR, baseado na
frequéncia e orientacdo das sequencias no genoma bacteriano. As localiza¢cBes Unicas dos
elementos ERIC nos genomas bacterianos permitem a discriminacdo de género, espécie e
estirpe, com base no padréo electroforético dos produtos de amplificacdo. A genotipagem por
ERIC PCR é rapida e mais barata que o PFGE ou MLST de modo a se obter informac&o sobre
a similaridade genética das estirpes bacterianas. Para muitos organismos possui um elevado
poder discriminatdrio, maior que outras técnicas rapidas (Saxena, Singh, Lakhcharua, Taj, &
Sharma, 2002). Alguns estudos demonstram a boa discriminacdo entre isolados na utilizacédo
do ERIC-PCR (de Bruijn, 1992; Valenzuela, Benomar, Abriouel, Cafiamero, & Galvez, 2010),
outros revelam que a tipagem se revela mais fraca em genomas de bactérias gram-positivo (Di
Giovanni et al., 1999). Existem também algumas davidas sobre a sua reprodutibilidade entre
experiéncias (Johnson, Clabots, Azar, et al., 2001; Loubinoux et al., 1999; Pettigrew, Foxman,
Ecevit, Marrs, & Gilsdorf, 2002). No entanto, pela sua rapidez, baixo custo e boa
discriminagdo em diversas amostras de DNA, é uma técnica ideal para tipagem molecular
rotineira de laboratdrio.

A genotipagem € feita utilizando as sondas ERIC R1 e ERIC2 de 22pb,
individualmente ou em conjunto, permitindo obter diferentes padrbes de bandas (Johnson &
O’Bryan, 2000) (Figura 2). Bandas bem marcadas s&o geralmente consistentes mas bandas

leves sdo frequentemente sujeitas variagOes inter-experimentais, que sao ignoradas na andlise
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humana (de la Puente-Redondo, del Blanco, Gutiérrez-Martin, Garcia-Pefia, & Rodriguez
Ferri, 2000; Wong & Lin, 2001) . No entanto, ao utilizar o software de analise e calculo de
similaridades, somos deparados com uma inconsisténcia na identificacdo da presenca e
auséncia de bandas, o que complicaria ainda mais, se alem de uma analise baseada na presenca
ou auséncia de bandas, fosse feita uma analise considerando a intensidade das bandas. Bandas
ténues podem escurecer ou clarear ou até desaparecer entre diferentes experiéncias (Meacham
et al., 2003). Assim, alguns autores eliminam bandas ténues da analise com a intensdo de
eliminar a falta de reprodutibilidade da tipagem (Soto, Guerra, del Cerro, Gonzalez-Hevia, &
Mendoz, 2001). No entanto, o ato de escolha das bandas que véo ser analisadas diminui
significativamente o poder discriminatorio da técnica. Apesar das variabilidades intra-
experimentais serem importantes na analise de qualquer técnica de tipagem, a maior
dificuldade aparece na comparacao de diferentes experiencias de PCR e diferentes corridas em
géis (J R Johnson & O’Bryan, 2000). Weijtens, Reinders, Urlings, & Van der Plas, 1999
sugerem que uma técnica de tipagem adicional em conjunto com ERIC PCR seja necesséria,
se objetivo do trabalho for comprovar uma ligacdo epidemioldgica. Outras técnicas utilizadas
para a genotipagem e diferenciacdo de estirpes podem ser Repetitive sequence-based
plymerase chain reaction (como BOX-PCR, REP-PCR), sequenciacdo do gene 16S rRNA,
MLST e PFGE. Um bom método reprodutivel em larga escala para relacionar isolados com o
seu hospedeiro e de acordo com a sua patogenicidade, é também o AFLP (amplified
fragmente length polymorphism), que no entanto € mais demorado e mais dispendioso que o
ERIC-PCR (Leung, Mackereth, Tien, & Topp, 2004) .

ERIC 5' = GTGAATCCCCAGGAGCTTACATAAGTAAGTGACTGGGGTGAGCS - 3
consensus
+
ERICALL 5" - GTGAATCCCCAGGAGCTTACATAAGTAAGTGACTGGGGTGAGCS - 3'
L]
ERIC1R 3' - CACTTAGGGGTCCTOGAATGTA - 5
—
ERIC2 5 '~ AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3

Figura 2 — Alinhamento das sequéncias dos primers ERIC em relagdo a sequéncia consensus do ERIC
publicada. (retirado de Versalovic et al., 1991).
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1.3.2. Electroforese em campo pulsado (PFGE)

A identificacdo de linhagens bacterianas que antigamente era apenas baseada em
caracteristicas fenotipicas (biotipagem, testes morfologicos e bioquimicos, testes de
suscetibilidade antimicrobiana, serotipagem, tipagem por bacteriéfagos) € agora utilizada
juntamente com abordagens genotipicas, onde entre elas 0 PFGE ¢é das mais aceites, sendo
muito frequentemente utilizado, para estudos epidemiolédgicos de Staphylococcus aureus,
(onde, por exemplo, permitiu verificar que MRSA isolados em vérios locais do mundo
possuiam uma origem comum); epidemiologia de VRE, e epidemiologia de E. coli
patogénicas como a 0157:H7. PFGE é uma técnica de electroforese que permite separar
grandes moléculas de DNA por meio da sua reorientacdo em gel derivado da acdo de campos
elétricos alternados, tendo em conta que todos os fragmentos de DNA maiores que 20 kb véo
exibir a mesma mobilidade num gel de electroforese convencional, usando um campo elétrico
estatico. A combinacdo de PFGE com enzimas de restricdo permite a diferenciacéo de estirpes
assim como estimar o tamanho cromossomal. Esta técnica possui um elevado poder
discriminatorio, sendo os padrdes de restricdo obtidos por PFGE reprodutiveis. Estdo ainda
disponiveis padrbes de critérios para uma melhor interpretagdo. Assim, este método é
classificado como o gold standard para a tipagem molecular de bactérias, permitindo a
classificacdo e diferenciacdo de estirpes. No entanto é uma técnica cuja resolucdo depende de
varios fatores como voltagem, concentracdo de agarose, temperatura, buffer, tempo de pulso e
de corrida electroforética. A matriz de agarose atua como um filtro, cuja porosidade é
inversamente proporcional & concentracdo do gel de agarose. A dificuldade em migrar para o
polo positivo é inversamente proporcional ao tamanho de cada molécula, onde as menores
migram com maior velocidade, o0 que permite a separacdo por tamanho ou peso molecular. Um
gel de agarose a 0,8% é apropriado para a separagdo de fragmentos de 0,5 a 20-30kb, se o gel
for mais concentrado ira permitir melhor separacdo de fragmentos mais pequenos (80 a 500pb)
(Goering, 2010). Desde 1984 surgiram varios protocolos de forma a otimizar a separacdo de
grandes moléculas de DNA. Os diferentes métodos baseiam-se em alternancia de campos
elétricos transversais (como o CHEF), ou alternancia de campos elétricos invertidos (FIGE).
Estas técnicas permitem a separacdo de fragmentos de DNA de aproximadamente 600kb ou

ainda de cromossomas inteiros. A duracdo do tempo de pulso é um dos fatores mais
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importantes. Pulsos mais longos possibilitam a reorientacdo de moléculas grandes, pulsos
curtos reorientam apenas as pequenas moléculas de DNA. As condicdes para a corrida
electroforética em campo pulsado de bactérias como E. coli j& se encontram otimizadas em
varios trabalhos, sendo que o angulo mais frequentemente utilizado para o aparelho CHEF-
DRIII da Bio-Rad é 120°com 6 V/cm, refrigeracdo a 14°C, utilizagdo de buffer 0,5X Tris-
Borate-EDTA (45mM Tris, 45mM borato,ImM EDTA pH8,3) e gel de agarose pulsed field a
1% (Goering, 2010) . Esta agarose permite a formacdo de géis com poros mais largos, o que
permite uma melhor resolugdo de moléculas grandes. O gel é ainda mais forte de modo a que
baixas percentagens de agarose possam ser utilizadas, assim , por exemplo, um gel pulsed field
de 1% originara resultados semelhantes a um gel de 0,8% com agarose normal, mas sera muito
mais forte (Goering, 2010). Rotineiramente € utilizada a solu¢do tamponante TBE com uma
concentracdo de 0,5x. No entanto, o Tris foi relatado como agente de degradacdo do DNA e
alguns autores obtiveram melhores resultados com o uso de outra solucdo, HEPES (Koort,
Lukinmaa, Rantala, Unkila, & Siitonen, 2002). Melhor resolucéo é obtida com o aumento da
concentracdo de agarose, no entanto implica maior tempo de corrida. Alteracbes na
temperatura também interferem na resolucdo, pelo que quanto maior a temperatura mais
rapida sera a migracdo das moléculas, mas perde na resolucdo. A integridade do DNA
aquando da corrida electroforética também é relevante, assim a extracdo do DNA ¢ feita pela
incorporacdo das células bacterianas em blocos de agarose, que proporcionam protecdo
mecanica as moléculas de DNA. A agarose deve ser low melting e na mesma propor¢édo que a
solucdo com as células bacterianas para os blocos de agarose néo ficarem demasiado rigidos,
(dificultando a posterior digestdo do DNA, e lavagens para remocdo de contaminantes) nem
demasiado moles , 0 que pode elevar a sua destruicdo durantes as pipetagens e lavagens. Outra
vantagem da incorporacdo em agarose € a estabilidade das amostras durante muito tempo
quando conservadas a 4°C. Este protocolo é dispendioso pois requer grandes quantidades de
enzimas liticas e de restricdo, e demorado, em virtude de ser necessario mais tempo de
digestdo e varias lavagens, para que as enzimas atravessem as barreiras da agarose, e para
serem eliminados contaminantes e inibidores. Um fator importante desta técnica é também a
protecdo do material contra a acdo das DNAses que sdo libertadas durante a lise celular.
Assim, nas solucdes de lavagem é requerida a presenca de um agente quelante como o EDTA

0,5M que sequestra ides que vao servir como cofatores dessas enzimas. (Magalhées et al.,
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2005) . Como o objetivo final da maioria das utilizacbes desta técnica € a andlise da
proximidade genética entre isolados, é necessario a obtencdo de um padréo de bandas. Este €
conseguido pela digestdo com enzimas de restricdo , que clivam o DNA gendmico em Varios
fragmentos de levado peso molecular, variando as unidades necessérias conforme a enzima em
questdo, sendo essa informacdo e outras como 0 tempo de digestdo necessario, sugeridas
pelos fornecedores. No geral, existe uma relacdo inversa entre o comprimento da sequéncia de
reconhecimento e a frequéncia da sua ocorréncia. O conteido em GC também influencia a
frequéncia das zonas de restricdo, fazendo com que certas enzimas cortem mais ou menos
vezes conforme a constituicdo gendmica da bactéria em questdo, permitindo assim a selecdo
da melhor enzima conforme a frequéncia de corte desejada. Alguns fatores como a metilacéo
do local de restricdo podem também impedir a acdo de uma enzima. Outros estudos utilizando
duas ou mais enzimas de restricdo podem também ser aplicados para estabelecer com maior
clareza o grau de relacionamento entre as amostras. Varios estudos referem o facto da
uniformidade entre laboratdrios desta técnica se tornar um desafio (te Witt, van Belkum,
MacKay, Wallace, & van Leeuwen, 2010) . Assim, na tentativa de padronizar esta técnica de
tipagem, a United States Centers for Disease Control PulseNet e a Pulsenet Inernational
Consortium of laboratories, desenvolveram e empregam protocolos para diferentes bactérias
de modo a demonstrar que a uniformidade no PFGE e reprodutibilidade entre laboratérios
pode ser conseguida. Nestes protocolos € dado énfase ao controlo de qualidade nas maiores
areas da potencial variabilidade do PFGE como a preparacdo do DNA, a escolha da enzima de
restricdo e nas condicOes de electroforese. Os procedimentos para preparacdo do DNA para
PFGE variam para bactérias gram-positivo e gram-negativo, devido a dificuldade de extracao
do DNA em gram-positivo, onde serd necessario por exemplo a utilizacdo de enzimas que
ajudem a lise celular, como a lisostafina (Goering, 2010) . Alguns autores introduziram
modificagdes aos protocolos para aumentar a velocidade deste procedimento tanto para E.
coli como Enterococcus (Gautom, 1997; Matushek, Bonten, & Hayden, 1996; Turabelidze,
Kotetishvili, Kreger, Morris, & Sulakvelidze, 2000), ou até para reduzir os custos deste
protocolo nas bactérias gram-positivo (Feizabadi, Ghodousi, Nomanpour, Omrani, &
Shahcheraghi, 2011). Considera-se que para um bom poder discriminatorio da técnica, deve-se
avaliar a combinacgdo enzima de restricdo/espécie bacteriana (Quadro V), e a obtencdo de um

minimo de dez fragmentos de DNA, ou seja, de dez bandas no gel. Os fragmentos gerados sao
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de seguida separados pela electroforese em campo pulsado. Para a interpretacéo dos resultados
do PFGE, em 1995, Tenover et al., publicaram critérios de interpretacdo de resultados desta
técnica de tipagem, de modo a homogeneizar a interpretacdo dos resultados e permitindo
comparacao entre diferentes grupos de trabalho. Segundo Tenover et al, bactérias envolvidas
num surto epidemiolégico devem apresentar padrdes indistinguiveis, enquanto as nao
envolvidas devem apresentar padrBes distintos. Uma linhagem €é considerada semelhante a
outra (relacionada ou possivelmente relacionada), quando a variacdo entre eles é derivada de
um evento genético como uma mutagdo, uma inser¢do ou delecdo, que leve a alteracdo do
padrdo de bandas, pois pode originar a supressao ou criagdo de um sitio de reconhecimento da
enzima. Se acontecer a insercdo de um novo elemento genético isto pode por sua vez originar
um sitio ndo reconhecido pela enzima, aumentando o tamanho de uma das bandas , caso
origine novo sitio de corte, duas novas bandas surgirdo. Assim, estes eventos originam a
alteracdo de duas ou trés bandas. Quando o padrdo variar em maior nimero de bandas estas
devem ser consideradas ndo relacionadas geneticamente (Figura 3). Para a definicdo de
isolados como sendo clones bacterianos, costuma ser utilizada a percentagem de 94% de
similaridade obtida pela analise computacional (em software adequado) dos resultados obtidos
em PFGE. Este cutoff parece ser o mais consistente com a literatura corrente neste campo
(Johnson & Clabots, 2006; Johnson et al., 2008; Stenske et al., 2009). No entanto, defini¢des
de partilha de um mesmo clone podem variar entre 80 e 100% de similaridade na comparacgéo
do padrdo de bandas resultantes de tipagem genética ( Johnson & Clabots, 2006; Johnson et
al., 2008).

PFGE é assim um método eficiente e altamente reprodutivel (Domig, Mayer, &
Kneifel, 2003) e tem sido aplicado com sucesso a uma extensa série de diferentes organismos
gram-positivo e gram-negativo e micobactérias, em estudos epidemioldgicos de populagdes
onde as doencas sdo endémicas, assim como em surtos epidémicos. Contudo, PFGE é uma
técnica molecular de tipagem de 32 geracdo, que juntamente com uma variedade de outras
técnicas (de segunda geracdo como enzimas de restri¢cdo e sondas, ou terceira como PCR), se
vai mover em direcdo a analise com base na sequenciacdo de DNA, técnicas de 42 geracao
(van Belkum et al., 2007).
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Figura 3 - Esquema exemplificativo de padrbes de PFGE para interpretacdo de eventos genéticos que alterem
0 nimero de bandas obtidas resultantes da restricdo enzimatica. Pogos 1 e 2 representam DNA cromossémico
com padrdes indistinguiveis, sendo consideradas linhagens epidémicas. Poco 3- uma das bandas recebeu uma
insercdo e aumentou de tamanho, Poco 4 - uma das bandas sofreu uma delecéo e diminuiu de tamanho, Poco
5- uma mutacéo criou um sitio de restricdo, aumentando o nimero de bandas, Po¢o 6 — uma mutacéo alterou
um sitio de restricdo e dois fragmentos foram perdidos, surgindo um de maior tamanho, Pogo 7 — DNA
cromossomico com padrdo diferentes, ndo estando relacionado com o surto epidémico (retirado de Adolfo,
2005).
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Quadro IV — Exemplos de enzimas de restri¢do utilizadas para analise genotipica de DNA bacteriano por PFGE.

Enzima de restricéo
Acinetobacter spp. Smal, Apal

Bacteroides spp. Notl

Bordetella pertussis Xbal, Asnl, Dral
Borrelia budoferi Smal

Bukholderia cepacia Spel

Camphylobacter spp. Smal, Sall, Kpnl
Chlamydia trachomatis Sse83871

Citrobacter spp. Xbal

Clostridium perfringens Smal, Sacl

Coxiella burnetti Notl

Enterobacter spp. Xbal, Spel
Enterococcus spp. Smal, Apal
Escherichia coli Xbal, BInl (Avrll), Notl, Sfil
Haemophilus influenza Smal, Rsrll

Klebsiella spp. Xbal, Asnl

Legionella pneumonphila Sfil, Notl

Listeria monocytogenes Ascl, Apal
Mycobacterium spp. Asel, Xbal, Dral, Sspl
Neisseria spp. Spel, Notl, Bglll
Proteus mirabilis Sfil, Notl
Pseudomonas aeruginosa Spel, Xbal, Dral, Sspl
Salmonella spp. Xbal, BInl (Avrll), Notl
Serratia marcescens Xbal

Shigella spp. Xbal, BInl (Avrll), Sfil
Staphylococcus spp. Smal, Cspl, Sstll, SgrAl
Stenotrophomonas maltophilia Xbal

Streptococcus pneumoniae Smal, Apal
Streptococcus spp. (grupo A e B) IEIiEl

Vibrio cholerae Sfil, Notl

Yersinia pestis Xbal, Ascl

o
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Capitulo Il — Materiais e métodos

2.1. Selecdo e recolha de amostras

De acordo com o0s objetivos, o trabalho divide-se em duas componentes. A primeira
dirige-se a vigilancia epidemioldgica, com o intento de determinar a prevaléncia de
resisténcias a antimicrobianos em E.coli isoladas em fezes de animais de companhia. Para tal,
entre Setembro de 2009 e Maio de 2012, foram recolhidas amostras de fezes em cem cées e
gatos selecionados aleatoriamente no universo de animais que se deslocou para consulta a
UPVET (Porto, Portugal). Do conjunto de estirpes obtidas em cées, foram selecionados
quarenta isolados de Escherichia coli produtoras de ESBL, para i) caracterizacdo molecular
das resisténcias aos B-lactdmicos ii) quinolonas e iii) determinacdo do filogrupo. Embora o
perfil de resisténcia a antimicrobianos destes isolados seja alargado a outras classes, foram
selecionadas apenas duas, tendo em consideracao a relevancia clinica, e por serem resisténcias
que se encontram frequentemente associadas devido a transferéncia conjunta que se verifica

Nesses genes.

Para a segunda componente do trabalho, foram selecionadas estirpes de Escherichia
coli e Enterococcus spp. multirresistentes e/ou com perfis de resisténcia similares, a partir de
um conjunto de isolados recolhidos em amostras de fezes, urina, mucosa oral de animais de
companhia (cées e gatos) observados no referido hospital, juntamente com isolados fecais dos
respetivos proprietarios, e isolados obtidos no ambiente doméstico do agregado. A
proximidade genotipica destes isolados foi testada, por electroforese em campo pulsado e
ERIC PCR, juntamente com a identificacdo da espécie de Enterococcus e caracterizacdo do
filogrupo (E.coli).

Previamente a recolha das amostras, os objetivos do estudo eram explicados aos
proprietarios de todos os animais elegiveis e uma autorizacdo formal era assinada. Para o
primeiro trabalho foram selecionados aleatoriamente, por semana, dois clientes, que por
motivo de doenca ou de rotina, se tinham deslocado a consulta, até perfazer um conjunto de
cem animais. Para o segundo trabalho selecionaram-se animais que, do pool inicial, i) se

salientaram pelos perfis de resisténcia antimicrobiana dos seus isolados, e ii) cujos
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proprietarios aceitaram colaborar na fase seguinte do estudo. Coincidiram com animais
portadores de doencas cronicas ou prolongadas, previamente sujeitos a tratamentos
antimicrobianos. Todos os participantes preencheram um questionario para recolha de um
conjunto vasto de informagGes pessoais, médicas (e.g. exposicdo a antimicrobianos tanto do
animal como dos elementos do agregado) hébitos dos animais (e.g. coprofagia) e, tipo de
alimentacdo. Foi também efetuada a recolha de amostras fecais, da secre¢cdo da mucosa oral ou
do excedente urinario em caso de cistocentese, do respetivo animal. Apds a analise dos
questionarios, foi solicitado a alguns agregados, uma amostra fecal de cada coabitante humano
e/lou das suas prdprias maos, colheitas noutros animais coabitantes assim como de amostras
adicionais em superficies do seu habitat (e.g. interruptores, puxadores de portas e

eletrodomésticos, trela, cama e tacas de alimentacdo dos animais).

2.2. Processamento das amostras apos recolha

As zaragatoas rectais eram imediatamente imersas num meio de pré-enriquecimento:
Buffered Peptone Water - APT (Oxoid). A partir dessa suspensdo, foram realizadas
sementeiras por esgotamento em Tryptone Bile X-glucuronide Agar (TBX; BioKar
Diagnostics), meio seletivo para crescimento de E. coli e em Slanetz and Bartley Agar (SB;
Oxoid), um meio para detecdo de Enterococcus, onde a azida de sodio inibe o crescimento de
bactérias gram-negativo. Simultaneamente, esses mesmos meios de cultura foram
enriquecidos com diferentes antibioticos: 2ug/ulL de cefotaxima (CTX), 8ug/mL de
ampicillina (AMP) e 4ug/mL de ciprofloxacina (CIP) para os meios TBX e 6ug/uL de
vancomicina (VAN), 8ug/mL de AMP e 4 pg/mL de CIP nos meios SB, onde 100uL da
suspensdo anterior foi semeada por espalhamento. As zaragatoas de outras amostras (orais,
ambiente doméstico) seguiram o procedimento descrito anteriormente, as urinas eram
semeadas diretamente (100puL) nos meios referidos. As placas foram incubadas a 37°C por 24h
(TBX) e 48h (SB), tendo em conta gque 0s enterococos demoram mais tempo a crescer em SB.
Cinco coldnias com caracteristicas fenotipicas de E. coli e Enterococcus spp. foram
aleatoriamente selecionados de cada placa, e confirmada a espécie e Género, mediante a
realizacdo de testes bioquimicos. Os isolados foram testados com o objetivo de conhecer o seu
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perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e, posteriormente, foram conservados em glicerol a
-20°C para posteriores estudos. A utilizacdo de meios enriquecidos com antibioticos permitiu a
recolha de bactérias resistentes, que se podiam apresentar ocultas pela sua presenca em menor
quantidade relativamente a totalidade da microbiota intestinal. Testes microbioldgicos e
bioquimicos padronizados foram realizados para esclarecimento em caso de ddvida da espécie
em questdo (Berge, Moore, & Sischo, 2006). Este procedimento foi adaptado de protocolos
tipicos e procura uma selecdo exata de amostras de E coli e enterococos, permitindo também a

selecdo de diferentes estirpes e com padrdes de elevadas e variadas resisténcias.

2.3. Isolamento de col6nias de Enterococcus spp.

Todos os isolados selecionados para os estudos fenotipicos e moleculares
encontravam-se, no momento de realizagdo deste trabalho, conservados a -20°C em glicerol
sendo assim necessario estimular a sua atividade em APT. Para certificar que estavamos
mesmo na presenca de Enterococcus spp. e confirmar a pureza da amostra, foi realizada uma
sementeira por esgotamento em meio SB e incubadas as placas numa estufa a 37°C durante
48h. Apds verificacdo de crescimento bacteriano, e presenca de colonias avermelhadas que se
podem presumir como sendo Enterococcus spp., foi realizada uma outra sementeira em
Kanamycin Aesculin Azid Agar (KAA; Oxoid), outro meio seletivo para o isolamento de
Enterococcus, incubando-se novamente a 37°C desta vez apenas por aproximadamente por 4h,
periodo suficiente para originarem escurecimento do meio pela atividade esculina-positiva.
Apos crescimento e verificacdo de coldnias isoladas, com o auxilio de uma lupa, foi repicada
uma colo6nia e realizado um esgotamento em meio Mueller Hinton Agar (MH; Biokar
Diagnostics), incubado a 37°C por 24h, para obtencdo de maior quantidade de amostra
bacteriana para procedimentos a seguir enumerados. Quando as colonias se encontravam bem
isoladas, repicava-se para tubos de ensaio com APT para posteriormente se confirmar o seu
perfil de sensibilidade antimicrobiana.
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2.4. Isolamento de coldnias de Escherichia coli

Utilizou-se metodologia semelhante a referida anteriormente, com alteracdo dos meios
seletivos. Assim procedeu-se a estimulacdo da atividade dos isolados de E. coli em APT. De
seguida, para se confirmar a presenca de E. coli, e confirmar a pureza da amostra, foi realizada
uma sementeira por esgotamento em TBX Agar, um meio seletivo, que foi de seguida
incubado a 37°C. Apo0s crescimento e verificagdo de colonias isoladas com as mesmas
caracteristicas fenotipicas, observaveis com o auxilio de uma lupa, como a presenca de cor
azul esverdeado em caso de E. coli glucuronidase positiva (devido ao agente cromogénico X-
glucuronide presente neste meio, cujo cromoforo se deposita derivado da acdo enzimatica da
glucuronidase, dando coloracéo a coldnia), foi repicada uma e realizado um esgotamento em
meio MH, incubando a 37°C por 24h, para obtencdo de maior quantidade de amostra
bacteriana para procedimentos a seguir enumerados. Em caso de ddvida na determinacdo da
espécie, ou em caso de ndo se encontrarem bem isoladas, as amostras foram colocadas em
Brilliant Green Bile 2% Broth (CBVB; Oxoid) durante 24h na estufa a 44,5°C, onde a turbidez
do meio e a producdo de gas em tubo Durham invertido sdo sinais positivos para E.coli,
isolando-se de seguida por esgotamento em TBX agar. A confirmacdo da espécie pode
também ser efetuada através de alguns testes bioquimicos e microbioldgicos com coldnias
isoladas, tais como teste do indol, fermentacdo de acucares (glicose e lactose) e ndo producéo
de sulfeto de hidrogéenio em meio TSI — Triple Sugar Iron Agar (Oxoid). Quando as coldnias
se encontravam bem isoladas, repicavam-se para tubos de ensaio com APT para,

posteriormente estudar o seu perfil de sensibilidade antimicrobiana.

2.5. Teste de suscetibilidade antimicrobiana

As estirpes multirresistentes selecionadas para este trabalho foram, anteriormente a
este trabalho, caracterizadas relativamente as suscetibilidades antimicrobianas apds os
procedimentos mencionados acima. Para a realizacdo dos testes de suscetibilidade a diferentes
antibidticos repicou-se uma colonia isolada para tubos de ensaio com 5mL de APT, tendo sido
incubados a 37°C até atingirem uma turvacdo equivalente a 0,5 McFarland. De seguida

procedeu-se a uma sementeira por espalhamento, em placas de MH, cobrindo toda a placa
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(para observacao de halos fieis e ndo haver confusdo com espagos sem crescimento) com o
auxilio de uma zaragatoa humedecida no meio com o cultivo bacteriano, seguido da aplicacédo
dos discos impregnados de antibioticos com um dispensador da Oxoid, para se proceder ao
estudo dos padrdes de suscetibilidades a antimicrobianos de cada isolado, através do método
de difuséo por discos, de acordo com as diretivas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), 2007. Os antibidticos testados nos isolados de Enterococcus spp. foram 12:
ampicilina (AMP,10ug), quinupristina-dalfopristina (QD,15ug), tetraciclina (TE,30ug),
rifampicina (RD,5ug), eritromicina (E,15ug), gentamicina (CN,120ug), vancomicina (V,30ug),
azitromicina (AZM,15ug), teicoplanina (TEC,30ug), cloranfenicol (C,30ug), nitrofurantoina
(F,300ug), ciprofloxacina (CIP,5ug). No caso de E. coli foram usados 19 antibioticos:
ampicilina (AMP,10ug), cefoxitina (FOX,30ug), imipenemo (IPM,10ug), ciprofloxacina
(CIP,5ug), gentamicina (CN,10pg), nitrofurantoina (F,300ug), tetraciclina (TE,30ug), cefotaxima
(CTX,30ug), aztreonam (ATM,30pg), ceftazidima (CAZ,30pg), amoxicilina/Acido Clavulanico
(AMC, 30ug), cefalotina (KF,30pg), amicacina (AK,30ug), estreptomicina (S,10ug), acido
nalidixico (NA,30ug), cloranfenicol (C,30ug), tobramicina (TOB, 10pg),
sulfametoxazol/trimetoprima (SXT,25ug) e kanamicina (K,30ug). As placas foram incubadas a
37°C por 24h. Foi observada a forma dos halos dos antibi6ticos aztreonam, cefotaxima,
ceftazidina e amoxicilina com acido clavulanico para inferir sobre a possibilidade do isolado
ser produtor de ESBL, verificando-se a deformacdo dos halos destes antibidticos (teste da
aproximacdo de discos) (Drieux, Brossier, Sougakoff, & Jarlier, 2008). A interpretacdo e
medicdo do didmetro dos halos de inibicdo fez-se segundo as recomendacfes e pontos de
viragem do CLSI. Estes antibidticos foram selecionados de acordo com as caracteristicas
intrinsecas dos dois microrganismos e porque sao prescritos tanto na medicina humana como
na veterinaria, e representam as diferentes classes de antibioticos (Goossens, Ferech, Vander
Stichele, & Elseviers, 2005.). “Multiple drug resistance” (MDR) foi definida como a

resisténcia a trés ou mais antibiéticos, independentemente da classe.
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2.6. Extracdo de DNA de bactérias gram-positivo

Depois de uma pré-identificacdo de espécies de enterococos através das sua
carateristicas fenotipicas, foram repicadas coldnias puras de cada placa de MH para tubos com
5 mL de Brain Heart Infusion Broth (BHI; Biokar Diagnostics), um meio liquido que permite
um grande crescimento de diversos microrganismos, e incubou-se a 37°C por 24h, para
realizar a extragdo de DNA bacteriano. Ap0s essas 24h retirou-se 1 mL de cada tubo para
eppendorfs estéreis e centrifugou-se durante 10 minutos a 7000 rpm (microcentrifuga Sigma
1-14). Depois da primeira centrifugacao rejeitou-se o sobrenadante e adicionou-se ao pellet 1
mL de agua destilada, voltando-se a centrifugar por 10 minutos a 7000 rpm para proceder a
lavagem do pellet. Apo6s a centrifugagdo o sobrenadante foi rejeitado e ressuspendeu-se o
pellet em 500 pL de tampédo SET- Sodium chloride-EDTA-Tris (75mM NaCl (Merck), 25mM
EDTA pH8 (AppliChem), 20mM Tris Buffer pH7,5 (AppliChem)) e 25 uL de Dodecil Sulfato
de Sodio - SDS a 20% (Sigma-Aldrich) misturando-se suavemente. A extracdo de DNA
bacteriano de bactérias gram-positivo, nomeadamente de enterococos, é mais dificil devido a
uma maior dificuldade de degradar a parede celular bacteriana, devido a presenca de uma
grossa camada de peptidoglicano. Desta forma a extracdo exigiu duas etapas, em primeiro
lugar adicionou-se 25 pL de lisostafina (1 mg/mL; Sigma-Aldrich) e deixou-se incubar
durante duas horas numa estufa a 37°C. Apds essas duas horas acrescentou-se 2,5 pL de
proteinase K (20 mg/mL; Bioron) e 2,5 pL de lisosima (50 mg/mL; AppliChem) e incubou-se
novamente a 37°C por mais duas horas (no caso da falta de lisostafina, verificou-se ser
possivel a extracdo adicionando-se apenas 2,5 pL de proteinase K e 4 pL de lisosima e
incubando-se a 37°C por um tempo alargado, até 24h, resultando na mesma eficiéncia de
extracdo (Ulrich & Hughes, 2001)). Ao fim desse tempo adicionou-se 220 uL de NaCl a 5M e
700 pL de cloroférmio: isoamilalcool 24:1 (AppliChem) e agitou-se vigorosamente, sem usar
0 vortex, até obter uma solucdo branca homogénea. Centrifugou-se por 10 minutos a 10000
rpm e retirou-se o sobrenadante para outro eppendorf estéril. Para recuperar este sobrenadante
para um novo eppendorf foi tido especial cuidado para ndo trazer junto a membrana que se
encontra a separar a fase aquosa da fase orgénica, de modo a preservar a pureza da extracao.
Ap0és retirar o sobrenadante, acrescentou-se a este 700 pL de isopropanolfrio (AppliChem)

frio (-20°C), misturou-se suavemente e em seguida deixou-se precipitar por mais uma hora a -
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20°C. Apos este espaco de tempo, procedeu-se a uma centrifugacdo durante 10 minutos a
10000 rpm e retirou-se o sobrenadante sem tocar no pellet que se formou. Ressupendeu-se o
pellet em 800 pL de etanol (Merck) a 70% frio (-20°C) para o lado contrario do pellet e
centrifugou-se novamente durante 5 minutos a 10 000 rpm. Por fim removeu-se o etanol e
deixou-se secar o0 DNA precipitado ou ar. Posteriormente, adicionou-se um volume de 100uL
de agua destilada e guardou-se a 4°C (quando o periodo de tempo de armazenamento era
grande, foi preferivel guardar a -20°C). O DNA foi quantificado no Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). A obtencdo de DNA foi sempre aproximadamente 30ng/pL. Este método de
extracdo foi o Unico, excetuando o uso de Kits de extracdo, que se verificou ser capaz de
permitir uma extracdo bem sucedida, embora resultando numa quantidade de DNA baixa. A
confirmacéo de extragdo de DNA pode ainda ser observada através de uma corrida de SuL de
solucdo de extracao, em gel de agarose (SeaKem), observando-se uma banda de elevado peso

molecular, representativa do DNA, sob luz UV (Figura 4).

Figura 4 - Imagem representativa das corridas de electroforese realizadas para confirmagdo da extracdo de DNA,
observando-se uma banda de elevado peso molecular correspondente ao DNA gendémico bacteriano, e duas
bandas representantes do RNA ribossomal. Electroforese em gel de agarose 1,5%, 150V, 20min. Gel corado com
brometo de etidio (0,5ug/mL).
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2.7. Extracdo de DNA de bactérias gram-negativo

Vérios métodos foram testados para a extracdo de DNA bacteriano a partir de E. coli.
Inicialmente procedeu-se a extracdo térmica. Para tal, a partir de uma cultura pura em placa
com menos de 24 h, recolheu-se uma ansa da sementeira e suspendeu-se em 0,5 mL de agua
destilada estéril. De seguida colocaram-se os eppendorfs num banho-maria de agua fervente a
95 °C durante 20 minutos. Passado esse tempo agitou-se a solucdo vigorosamente no vortex e
deixou-se arrefecer a temperatura ambiente. Por fim centrifugaram-se as amostras a 12000
rpm durante 2 min e recolheu-se o sobrenadante, contendo o DNA, para um novo eppendorf
estéril. Com este método de extracdo obtinha-se grande quantidade de DNA, no entanto
também elevada quantidade de impurezas, observadas pela razdo Ajso/Azs aquando da
quantificacdo do DNA em solucdo no Nanodrop, sendo necessaria uma purificagdo com um kit

adequado para melhores resultados nos subsequentes estudos em PCR.

Foi também realizada extracdo quimica, a qual consiste num protocolo idéntico ao
referido anteriormente para bactérias gram-positivo, variando apenas no facto de nao ser
utilizada a lisostafina, por ser uma extracdo mais facil, e na reducdo dos tempos de incubacao
a 37°C para apenas uma hora. Esta tipo extracéo, quando bem realizado, originava um produto
relativamente puro, no entanto, com uma pequena quantidade de DNA extraido.

Foi também testado um terceiro método, o qual se verificou ser o mais préatico e
eficiente, obtendo-se sempre grande quantidade de DNA extraido, num volume que possibilita
varias utilizagcbes e com uma pureza significativa, permitindo resultados fidveis aquando da
amplificacdo por PCR. Para este método foi utilizado um composto da Bio-Rad, o InstaGene
Matrix®, o qual consiste numa matriz de resina, negativamente carregada, que quelata metais
existentes em solucdo, tais como 0 magnésio, que sao necessarios como cofatores de reagdes
enzimaticas que degradariam o DNA, ap0s Vérias enzimas responsaveis pela degradacdo de
DNA invasor serem libertadas pela lise celular e se encontrarem em solugdo com este. Além
disso, ao se ligarem a esses cofatores, inibidores das reacdes de PCR, em vez do DNA, previne
a perda de DNA devido a ligagOes irreversiveis. Essa matriz absorve assim os produtos da lise
celular que interferem com a amplificacdo por PCR, por contribuirem como impurezas da
extracdo, depositando-se juntamente com a matriz, por centrifugagdo, originando um
sobrenadante com DNA gendmico intacto em solucdo, que € utilizado nas reacdes de PCR.
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Para a extracdo por este método, depois da confirmacdo da presenca e da pureza da amostra, e
seguindo as instrucdes do fabricante, recolheu-se uma ansa da sementeira, ressuspendendo-a
em 1mL de agua autoclavada num eppendorf, sendo de seguida centrifugada durante 2
minutos a 12.000 rpm, removendo-se posteriormente o sobrenadante. De seguida adicionou-se
200pL de InstaGene Matrix® ao ao pelett e incubou-se a 56°C durante 30 minutos. Esta pré-
incubacdo tem como objetivo a inativacdo de DNASses e iniciar o enfraquecimento da parede e
membrana plasmatica. Apés este tempo levou-se ao vortex a alta velocidade por 10s e
colocaram-se 0s eppendorfs num bloco de aquecimento (Bio TDB-100) a 100°C por 8
minutos, para provocar a lise celular e libertagdo do contetdo, onde se inclui o DNA. Para
finalizar a extracdo, agitou-se a solucdo no vortex a alta velocidade por 10s e centrifugou-se a
12.000 rpm durante 3 minutos, depositando a matriz e deixando um sobrenadante com o DNA
gendémico extraido. O que ndo foi imediatamente usado, guardou-se a -20°C. O DNA foi
quantificado no Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). A obtengdo de DNA foi sempre
aproximadamente 300ng/pL. Mais uma vez, a confirmagdo de extracdo de DNA pode ainda
ser observada através de uma corrida de SuL de solucdo de extracdo, em gel de agarose
(SeaKem), observando-se sob luz UV uma banda de elevado peso molecular, representativa do
DNA extraido (Figura 5 e 6).
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Figura 5 - Imagem representativa das corridas de electroforese para confirmacdo da extracdo de DNA,
observando-se a banda de elevado peso molecular correspondente ao DNA genémico bacteriano, extraido
termicamente. Electroforese em gel de agarose 1,5%, 150V, 20min. Gel corado com brometo de etidio

(0,5pg/mL).

Figura 6 - Imagem representativa das corridas de electroforese para confirmacdo da extracdo de DNA,
observando-se a banda de elevado peso molecular correspondente ao DNA gendmico bacteriano extraido com
InstaGene Matrix®,. Electroforese em gel de agarose 1,5%, 150V, 20min. Gel corado com brometo de etidio

(0,5nug/mL)
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2.8. Identificacéo de filogrupos de E. coli por Multiplex PCR

A determinacdo dos filogrupos das estirpes de E. coli decorreu com base no trabalho
de Clermont et al. 2000, com algumas adaptagdes. A reacdo ocorreu num volume final de
25uL, e foram utilizados os trés conjuntos de primers que identificam, entre si, os filogrupos
de E. coli. Os primers utilizados e respetivas sequéncias nucleotidicas encontram-se
enumerados no Quadro V. A reacdo de multiplex PCR foi realizada na presenca de Buffer 1x
(16,0 mM (NH,4),SOy4, 67,0 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01 % Tween-20, 2,5 mM MgCI; ; Bioron),
0,2mM de cada dNTP (4youd dNTP Mix; Bioron), 3mM de cloreto de magneésio (Bioron) ,
0,4pmol/uL de cada primer forward e reverse (metabion), 1,25U de DNA Taq polimerase
(5u/uL;Bioron), e 2uL de DNA bacteriano . O volume foi completado com agua destilada e
esterilizada. A amplificacdo decorreu no termociclador Mycycler da Bio-Rad, e os ciclos de
amplificagdo consistiram em: desnaturacdo inicial a 94°C 5min, seguido de 30 ciclos de:
desnaturacdo a 94°C 30s, emparelhamento a 55°C 30s, extensdo a 72°C 30s, seguido de uma
extensdo final de 7min a 72°C. Em cada PCR foram utilizados um controlo positivo (amostra
com amplificacdo dos trés genes, filogrupo B2) e negativo (auséncia de DNA) para correta
interpretagdo dos resultados.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida de electroforese em gel de
agarose 1,5% (Seakem Agarose) em tampdo TBE 1x, durante 45min a 150V, em tinas de
electroforese da Bio-Rad. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) e foi revelado
no Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR. Foi utilizado 0,5ug de GeneRuler 1kb plus DNA
Ladder (0,1ug/uL; Thermo Scientific) como marcador de peso molecular de DNA.

A identificacdo dos filogrupos foi possivel pela verificagdo de bandas num dos trés
pesos possiveis, cada um correspondente a um amplicdo (Figura 7). Para a interpretacdo dos
resultados utilizou-se a chave dicotomica criada por Clevermont e colaboradores, como
mencionado no Capitulo I- Introducdo. De acordo com um estudo mais recente de Gordon,
Clermont, Tolley, & Denamur, 2008, os isolados que ndo amplificam nenhum dos trés genes

devem ser classificados como ndo sendo possiveis de tipificar (NT).
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Quadro V —Primers utilizados , respetivas sequéncias e tamanho dos amplic6es obtidos, para determinacdo dos
filogrupos das estirpes de E coli.

Sequéncia nucleotidica (5’-3’

chuA ChuAl- GACGAACCAACGGTCAGGAT 2790b
ChuA2 -TGCCGCCAGTACCAAAGACA P

YjaAl - TGAAGTGTCAGGAGACGCTG

Clermont et al.,

IR YjaA2 - ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 2017 2000
TspEAC2.1 - GAGTAATGTCGGGGCATTCA
U TSpEAC2.2 - CGCGCCAACAAAGTATTACG L2l

279pb — chuA
211pb - yjaA
152pb — TspE4C2

Figura 7 - Imagem obtida neste trabalho e representativa dos possiveis conjuntos de amplificacdo obtidos por
multiplex PCR das sequéncias que caracterizam os diferentes filogrupos. Po¢o 1 e 2 — grupo A, pogo 3 — grupo
B1, poco 4 e 5-grupo D, poco 6 e 7 — grupo B2, M- marcador de peso molecular.
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2.9. Identificacéo das espécies de Enterococcus por Multiplex PCR

A determinacdo de algumas das vérias espécies de Enterococcus spp. decorreu com
base no trabalho de Jackson, Fedorka-Cray, & Barrett, 2004, com algumas adaptacdes. Como
existem muitas espécies, 0 numero de primers para a sua identificacdo também se torna
elevado, assim ndo é possivel realizar uma identificacdo atraves de um s6 multiplex PCR pois,
0s primers podem emparelhar entre si, além disso apresentam temperaturas de
emparelhamento diferentes, e alguns deles originam amplicdes com pesos moleculares
semelhantes ndo sendo possivel a sua distincdo através da visualizacdo das bandas de
amplificacdo no gel de electroforese, quando os varios genes para distingdo das espécies sao
amplificados conjuntamente. Assim, e de acordo com o trabalho mencionado anteriormente,
dividiram-se as reacdes de PCR em sete grupos de espécies, identificadas no quadro VI, com

dois protocolos diferentes de amplificacao.
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Quadro VI- Divisdo por grupos das reacfes de multiplex PCR e respetivos primers utilizados para a
determinacdo das diferentes espécies de Enterococcus spp., sequéncias nucleotidicas e tamanho dos amplicdes
obtidos.

- Primer e Sequéncia nucleotidica Amplicao .
Especies por grupos (5>-3") (pb) Referéncia

I I

DU1 - CCTACTGATATTAAGACAGCG

DU2 - TAATCCTAAGATAGGTGTTTG 295

FL1 - ACTTATGTGACTAACTTAACC 360

FL2 - TAATGGTGAATCTTGGTTTGG Jackson et al.
FM1- GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215 2004
FM2 - TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

MAL - GTAACGAACTTGAATGAAGTG 134

MA2 - TTGATCGCACCTGTTGGTTTT
-]

CAl- TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 088

CA2- GCTAGTTTACCGTCTTTAACG Jackson et al.

GAL- TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173 2004

GA2- TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

I R N

DI1- GAACTAGCAGAAAAAAGTGTG

DI2- GATAATTTACCGTTATTTACC 284

PV1- TCTGTTGAGGATTTAGTTGCA 173 Jackson et al.
PV2- CCGAAAGCTTCGTCAATGGCG 2004
SAl- AAACACCATAACACTTATGTG 371

SA2- GTAGAAGTCACTTCTAATAAC
- [ | |

FV1- GAATTAGGTGAAAAAAAAGTT 284

FV2- GCTAGTTTACCGTCTTTAACG Jackson et al.

MU1- CAGACATGGATGCTATTCCATCT 98 2004

MU2- GCCATGATTTTCCAGAAGAAT
e A

AV1- GCTGCGATTGAAAAATATCCG 368

AV2- AAGCCAATGATCGGTGTTTTT Jackson et al.

CO1- GAATTTGGTACCAAGACAGTT 284 2004

CO2- GCTAATTTACCGTTATCGACT

I I

CE1- AAACATCATAAAACCTATTTA

CE2- AATGGTGAATCTTGGTTCGCA St

HI1- CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 Jackson et al.
HI2- TAAATTCTTCCTTAAATGTTG 2004
RF1- GTCACGAACTTGAATGAAGTT 287

RF2- AATGGGCTATCTTGATTCGCG
| [

Gl1- CTGGCTGGGCTTGGCTAGTGA 98

Gl2- ATAATCGGTGTTTTACCGTCT Jackson et al.

PO1- TGGTTTCTGATATGGATGCGA 280 2004

PO2- GTAATCGCTAATTTCTCTCCA
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A reacdo ocorreu num volume final de 25pL, e foram utilizados os primers
anteriormente referidos. A reacdo de multiplex PCR foi realizada na presenca de buffer 1x
(16,0 mM (NH,4)2SO4, 67,0 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01 % Tween-20, 2,5 mM MgCI; ; Bioron),
0,2mM de cada dNTP (4youd dNTP Mix; Bioron), 3mM de cloreto de magnésio (Bioron) ,
0,8pmol/uL de cada primer forward e reverse (metabion), 1,25U de DNA Taq polimerase
(5u/uL;Bioron), e 5uL de DNA bacteriano . O volume foi completado com &gua destilada e
esterilizada. A amplificacdo decorreu no termociclador Mycycler Bio-Rad, e o0s dois
protocolos diferentes de amplificagdo utilizados foram: i) para grupo 1,2,5 e 6: desnaturagéo
inicial a 95°C 4min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 95°C 30s, emparelhamento a 55°C
1min, extensdo a 72°C 1min, seguido de uma extensdo final de 7min a 72°C; ii) para 0s grupos
3,4 e 7: desnaturacdo inicial a 95°C 4min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 95°C 30s,
emparelhamento a 60°C 1min, extensdo a 72°C 1min, seguido de uma extensao final de 7min a
72°C. Em cada PCR foram utilizados um controlo positivo (de cada espécie, se necessario) e
negativo (auséncia de DNA) para correta interpretacao dos resultados.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida de electroforese em gel de
agarose 1,5% (Seakem Agarose) em tampdo TBE 1x, durante 45min a 150V, em tinas de
electroforese da Bio-Rad. O gel foi corado brometo de etidio (0,5ug/mL) e revelado no Bio-
Rad Molecular Imager Gel Doc XR. Foi utilizado 0,5ug de GeneRuler 1kb plus DNA Ladder
(0,1pg/uL; Thermo Scientific) como marcador de peso molecular de DNA. A identificagdo
das espécies foi possivel pela verificacdo de bandas nos pesos respetivos de cada uma das

espécies listadas no quadro VI.

2.10. Caracterizacdo molecular dos genes que codificam resisténcias a p-lactamicos por
multiplex PCR

A caraterizagdo molecular dos genes responsaveis por conferir resisténcia aos p-
lactamicos foi efetuada com base no trabalho de Dallenne, Da Costa, Decre, Favier, & Arlet,
2010, onde foram desenhados primers e otimizados protocolos de multiplex PCR, divididos
em varios grupos, para pesquisa dos genes de B-lactamases mais frequentes e responsaveis por

conferir resisténcia a esta classe de antibioticos (B-lactamicos). Para este trabalho foram
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pesquisados apenas 0S Qrupos genes de resisténcia mencionados no quadro VII.
Separadamente, por simplex PCR, foram também pesquisados os genes CTXM-15, pois a sua
presenca em humanos e em animais, € cada vez mais frequente (Ewers, Grobbel, Bethe &
Sebastian, 2011).

A reacdo ocorreu num volume final de 25uL, tendo sido utilizados os primers com as
sequéncias referidas no quadro VII. As reacdes tanto de multiplex como simplex PCR foram
realizadas na presenca de Buffer 1x (50,0 mM KCI, 10,0 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01 % Tween-
20, 1,5 mM MgCI; ; Bioron), 0,2mM de cada dNTP (4you4 dNTP Mix; Bioron), 1,5mM de
cloreto de magnésio (Bioron) , entre 0,2 e 0,5pmol/uL de cada primer forward e reverse
(metabion) (Quadro VII) , 1U de DNA Taqg polimerase (5u/puL;Bioron), ¢ 2uL de DNA
bacteriano . O volume foi completado com &gua destilada e esterilizada. A amplificacéo
decorreu no termociclador Mycycler Bio-Rad, e o protocolo de amplificacdo utilizado foi:
desnaturacdo inicial a 94°C 10min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C 40s,
emparelhamento a 60°C (para os 4 grupos de multiplex PCR), 50°C (para CTXM-15), durante
40s, extensdo a 72°C 1min, seguido de uma extensdo final de 7min a 72°C. Em cada PCR
foram utilizados um controlo positivo (para a presenca de cada gene, se necessario) e negativo
(auséncia de DNA) para correta interpretacdo dos resultados.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida de electroforese em gel de
agarose 1,5% (Seakem Agarose) em tampdo TBE 1x, durante 50min a 150V, em tinas de
electroforese da Bio-Rad. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) e revelado no
Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR. Foi utilizado 0,5ug de GeneRuler 1kb plus DNA
Ladder (0,1pg/uL; Thermo Scientific) como marcador de peso molecular de ADN.

Quando necessaria a confirmacdao do gene em questdo ou verificacdo da presenca de
mutagdes, os produtos de PCR eram purificados utilizando o kit GRS PCR & Gel Band
Purification (GRiSP Research Solutions), posteriormente sequenciados (Macrogen), e as
sequéncias eram alinhadas com sequéncias de genes de B-lactamases ja conhecidos, inseridas

no GenBank.
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Quadro VII — Divisdo por grupos das reagdes de PCR multiplex, utilizados para a determinacdo molecular de

genes de B-lactamases e respetivas sequéncias nucleotidicas, tamanho dos amplicdes obtidos, e concentragao
de primer a utilizar. Y=T ou C; R=Aou G; S= G ou C; D= A ou G or T. F=forward, R=reverse.

PCR B-lactamases . Amplicao . e [primer] o
Multiplex (pb) Sequencia nucleotidica (5°-3") (pmol/yl.) Referéncias

TEM
F-CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
(TEM-L, R R-CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 04
TEM-2)
SHV | F-AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC os
(SHV-1) R-ATCCCGCAGATAAATCACCAC :
OXA
(OXA-1, S F-GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
OXA-4, OXA- R-GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG :
30)
CTX-M-1 S
E:CTQ(I\'X'; CTXM- oo F-TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 0.4
1-2 R-CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 02
CTX-M-15)
CTX-M-2
(CCTT)>(<I\|<I/|22) CTXM- 0, F-CGTTAACGGCACGATGAC 0
12 R-CGATATCGTTGGTGGTRCCAT '
CTX-M-9

F-TCAAGCCTGCCGATCTGGT
E:C_:I_—';z(;\z/"&) R R-TGATTCTCGCCGCTGAAG 04

CTX-M-8

Slchizs CTX-M- 4o F-AACRCRCAGACGCTCTAC )

(CTX-M-26 8-25 R-TCGAGCCGGAASGTGTYAT
CTX-M-39 Dallenne et
CTX-M-41) al., 2010

ACC
F-CACCTCCAGCGACTTGTTAC
'(A\A&CCCS AT e R-GTTAGCCAGCATCACGATCC 0.2

FOX FOX 162 F-CTACAGTGCGGGTGGTTT 05
(FOX1Ab) R-CTATTTGCGGCCAGGTGA ’

MOX/CMY
(MOX-1
E:/I n(/jli((-_f MOX 895 F-GCAACAACGACAATCCATCCT 02
CMY-8 A R-GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA !
CMY-11
AmpC CMY-19)
plasmideo DHA

(DHA-1 DHA 997 F-TGATGGCACAGCAGGATATTC 05
DHA 2)' R-GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG !
CIT
(LAT-1A3
BIL-1 cIT 538 F-CGAAGAGGCAATGACCAGAC 02
CMY-2 A7 R-ACGGACAGGGTTAGGATAGY !
CMY-12 A 18
CMY-21 A23
2D F-CGGTAAAGCCGATGTTGCG

fa\l%Tﬁ- EBC 683 R-AGCCTAACCCCTGATACA 02
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Mendonca,
F- AGAATAAGGAATCCCATGGTT Lens,
QP QVELEE CTX-M-15 CTXM-15 875 R- ACCGTCGGTGACGATTTTAG 0,4 Manageiro,
Ferreira, &
Canica, 2007

2.11. Detecao de genes de resisténcia a quinolonas

A caraterizacdo molecular dos genes cromossomais, ou presentes em plasmideos,
responsaveis por conferir resisténcia as quinolonas foi realizada em parceria com o Centro de
Biotecnologia e Quimica Fina da Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catdlica
do Porto. As reacdes de PCR ocorreram num volume final de 50uL (volume necessario para
sequenciacdo do produto) ou 12,5 pL (quando apenas para detecdo de genes), e foram
utilizados os primers com as sequéncias referidas no quadro VIII. As reagfes ocorreram na
presenca de Buffer 1x (10,0mM Tris-HCI pH 8.8, 50,0mM KCI, 0,8% v/v Nonidet P40;
Thermo Scientific), 0,2mM de cada dNTP (dNTP Mix; Thermo Scientific), 1,5mM ou 3mM
(apenas para gepA) de cloreto de magnésio (Thermo Scientific), 1pmol/uL de cada primer
forward e reverse (STABVIDA) (gyrA, parC, gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b), 0,4pmol/puL
(gnrC, gnrD) e 2pmol/pL (gepA), 1,5U de DNA Tag polimerase (5U/uL; Thermo Scientific),
5 uL de DMSO (apenas para gepA) e 5uL de DNA bacteriano (em volumes de reacdo de 50
uL, ou 1 pL para reagdes em volumes menores). O volume foi completado com agua destilada
e esterilizada. A amplificacdo decorreu no termociclador Biometra TPersonal, e os protocolos
de amplificacdo utilizados foram: gyrA e parC - desnaturagéo inicial a 95°C 5min, seguido de
35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C 1min, emparelhamento a 50°C 1min, extensdo a 72°C 1min,
seguido de uma extensao final de 15min a 72°C. Para gnrA, gnrB e gnrS - desnaturacdo inicial
a 95°C 8min, seguido de 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C 45s, emparelhamento a 54°C 45s,
extensdo a 72°C 45s, seguido de uma extensdo final de 8min a 72°C. gnrC - desnaturagédo
inicial a 94°C 5min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C 30s, emparelhamento a 50°C
30s, extensdo a 72°C 30s, seguido de uma extensdo final de 10min a 72°C. Para gnrD e
aac(6’)-1b - desnaturacdo inicial a 94°C 5min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C
45s, emparelhamento a 55°C 45s, extensdo a 72°C 45s, seguido de uma extensdo final de
10min a 72°C. E para gepA- desnaturacdo inicial a 94°C 4min, seguido de 30 ciclos de:
desnaturacgdo a 94°C 1min, emparelhamento a 56°C 1min, extensdo a 72°C 1min, seguido de
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uma extensdo final de 7min a 72°C. Em cada PCR foram utilizados um controlo positivo e

negativo (auséncia de DNA) para correta interpretacao dos resultados.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida de electroforese em gel de
agarose 1,5% (Ultra Pure Agarose, Invitrogen) em tampédo TAE 1x, durante 35min a 90V, em
tinas de electroforese da Bio-Rad. O gel foi corado com Midori Green Advance (Nippon
Genetics) e revelado no Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc. Foi utilizado 3uL de GRS
Universal Ladder (GRiSP Research Solutions) como marcador de peso molecular de DNA.
MutagOes pontuais nas sequéncias dos genes gyrA, parC foram detetadas por comparagao
com sequéncias homologas desses genes, inseridas no GenBank, através de alinhamento por
ClustalW no software MEGA 5.10. Para tal, os produtos de PCR foram purificados utilizando
0 kit GRS PCR & Gel Band Purification (GRiSP Research Solutions) e posteriormente
sequenciados (Macrogen).
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Quadro VI - Primers utilizados para a determinacéo molecular dos genes de resisténcia as quinolonas, tanto
cromossomal como mediada por plasmideos, respetivas sequéncias nucleotidicas e tamanho dos amplicdes
obtidos. M=AorC;H=AorCorT; Y=CorT.F=forward, R=reverse,

Genes Pri Amplicéo
rimer
alvo pb
626

gyrA6

arC HJL3
P HIL4
grnA-FM
gnrB-FM

gnrC-F

gnrD-F

gnrS-FM

y aac(6")-1b-F
A aac(6")-1b-R
gepA-F

gepA-R

594

580

264

447

582

428

482

1137

Sequéncia nucleotidica
(5°-3°)

F- CGACCTTGCGAGAGAAAT
R- GTTCCATCAGCCCTTCAA
F- AATGAGCGATATGGCAGAGC
R- CTGGTCGATTAATGCGATTG
F-AGAGGATTTCTCACGCCAGG
R-TGCCAGGCACAGATCTTGAC

F-GGMATHGAAATTCGCCACTG
R-TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA

F-GGGTTGTACATTTATTGAATC
R-TCCACTTTACGAGGTTCT

F-CGAGATCAATTTACGGGGAATA
R-AACAAGCTGAAGCGCCTG

F-GCAAGTTCATTGAACAGGGT
R-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

F-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
R-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

F-TGGTCTACGCCATGGACCTCA
R-TGAATTCGGACACCGTCTCCG
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2.12. ERIC PCR

Para a caracterizacdo da relacdo filogenética e comparacdo genotipica entre amostras,
foram identificadas as sequéncias ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) do
genoma bacteriano dos isolados selecionados, utilizando PCR. O protocolo foi otimizado
tendo como base o trabalho de Versalovic, Koeuth, & Lupski, 1991, de modo diferente para
amostras de E. coli e Enterococcus spp., pois estes além de apresentarem uma extracdo de
DNA mais dificil, também apresentavam uma amplificacdo mais fraca, necessitando de um
protocolo de amplificagdo mais longo. A reacdo de ERIC-PCR pode ser realizada com a
utilizacdo de um ou ambos os primers (Dunne & Wang, 1997; Jurkovic et al., 2007; Meacham
et al., 2003; Versalovic et al., 1991), para este trabalho foram utilizados ambos por parecer
demonstrar maior poder discriminatério do que quando utilizado apenas um.

A reacdo de PCR ocorreu num volume final de 25uL, e foram utilizados os primers
ERIC-1R e ERIC2. Os primers utilizados e respetivas sequéncias encontram-se enumerados
no Quadro I1X. A reacdo de multiplex PCR foi realizada na presenga de Buffer 1x (16,0 mM
(NH34)2SO4, 67,0 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01 % Tween-20, 2,5 mM MgCl; ; Bioron), 0,2mM
de cada dNTP (4youd dNTP Mix; Bioron), 5mM de cloreto de magnésio (Bioron) ,
0,8pmol/uL (Enterococcus) e 0,4pmol/uL (E. coli) de cada primer (metabion), 2U de DNA
Taq polimerase (Su/uL; Bioron), e 10uL de DNA bacteriano para Enterococcus ou SuL no
caso de DNA de E coli . O volume foi completado com agua destilada e esterilizada. A
amplificacdo decorreu no termociclador Mycycler Bio-Rad, e os ciclos de amplificacdo para
ERIC PCR em Enterococcus spp. consistiram em: desnaturacdo inicial a 95°C 7min, seguido
de 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C 30s, emparelhamento a 48°C 1min, extensdo a 65°C
8min, seguido de uma extensdo final de 16min a 65°C (adaptado de Wei, Pan, Du, Chen, &
Zhao, 2004). Para E. coli, os ciclos de amplificacdo foram: desnaturacéo inicial a 94°C 3min,
seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C 1min, emparelhamento a 50°C 1min, extensdo a
72°C 3min, seguido de uma extenséo final de 5min a 72°C (Leung et al., 2004). Em cada PCR
foram utilizados um controlo negativo (auséncia de DNA) para correta interpretacdo dos

resultados.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida de electroforese em gel de

agarose 1,5% (Seakem Agarose) em tampdo TBE 1x, durante 45min a 150V, em tinas de
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electroforese da Bio-Rad. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) e revelado no
Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR. Foi utilizado 0,5ug de GeneRuler 1kb plus DNA

Ladder (0,1pg/uL; Thermo Scientific) como marcador de peso molecular de ADN.

Quadro IX - Primers utilizados e respetivas sequéncias, utilizados para ERIC PCR.

Primer Sequéncia nucleotidica (5°-3”) Tamanho do Referéncia
Amplicao

ERIC ERIC 1R - ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Versalovic et al.,
ERIC 2 - AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 1991

2.13. Electroforese em campo pulsado (PFGE) para E. coli

Neste trabalho, para a comparacdo genotipica de algumas amostras de E. coli
provenientes de animais de estimacdo, respetivos proprietarios e habitat partilhado, que
exibiam perfis de resisténcia semelhantes, para além do ERIC PCR, foi também realizada
tipagem genética com o método de electroforese em campo pulsado (PFGE), em virtude da
técnica ser conhecida como 0 “gold standard” € por permitir um estudo mais discriminatorio
e reprodutivel das relagdes filogenéticas. O protocolo utilizado baseou-se no trabalho de
Barrett et al., 1994, com modificacGes, e foi apenas otimizado para E. coli, sendo que foi
testado para Enterococcus (com mudanca para a enzima mais adequada, Smal) sem sucesso,

necessitando assim de posterior otimizacao das solucgdes para extracdo de DNA.

Para cada corrida de electroforese foram selecionadas e tratadas apenas 14 amostras de
cada vez, pois 0 molde de agarose possui apenas 15 pocos. Inicialmente procedeu-se a habitual
certificacdo da presenca e pureza da amostra de E. coli através de uma sementeira por
esgotamento em TBX Agar, incubada a 37°C. Apos crescimento e verificacdo de coldnias
isoladas foi repicada uma e realizado um riscado em meio MH, e incubado a 37°C por 24h.
No dia seguinte, foi picada uma colonia isolada para um tubo de APT de 10mL e incubado
overnight a 37°C. Apos crescimento e verificagdo de turvacdo do meio, mediam-se os valores
de absorvancia das culturas em APT, que se deveriam encontrar semelhantes e com valores

entre 0,5 e 1, a um comprimento de onda de 600nm. Em caso de diferengas na absorvancia,
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efetuavam-se diluic¢des e incubacdo, em novos tubos de APT, a 372C num banho com agitacéo.
Deste modo garantia-se a presenca de numero semelhante de células bacterianas e
respetivamente DNA, em todas as amostras. Desse caldo final, centrifugou-se 1,5mL a
10000rpm durante 5 min. Rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 750uL de
agua estéril e procedeu-se a nova centrifugacdo. Apds rejeicdo do sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em 150uL de Tampéo de Suspensdo (10mM Tris Buffer pH7.5 (AppliChem),
20mM NaCl (Merck), 50mM EDTA pH8.0 (AppliChem)) e foi adicionado 150uL de agarose
LMP 2% (SeaPlaque Agarose low melting temperature) fundida, sendo que ambas as solugfes
estavam bem equilibradas a 50°C. A solucédo foi bem homogeneizada, para boa distribuigéo da
agarose. Apos esta fase, segue-se a preparacdo dos plugs de agarose contendo a amostra
bacteriana. Para tal, manteve-se os eppendorfs num banho seco (Bio TDB-100) a 50°C para
que a agarose nao gelificasse, enquanto se preparou o material para a constru¢do dos plugs
(ndo foram utilizados os moldes comuns da Bio-Rad). Para tal utilizou-se uma placa de vidro
forrada com parafilme e ldminas de microscépio bem limpas com etanol a 70%. Para cada
amostra pipetou-se 20uL dos eppendorfs com a suspensdo bacteriana em agarose LMP e
depositou-se, sem bolhas de ar, entre duas laminas dispostas horizontalmente, permitindo
normalmente fazer 6 plugs redondos de 20uL para cada amostra. De seguida sobrepds-se
verticalmente uma 3% lamina sobre as goticulas, originado assim a sua forma achatada
adequada para ser inserida nos pocos do gel de agarose pulsed field. (Figura 8) Incubou-se a

placa de vidro com os plugs a 4°C durante 5min, para permitir melhor solidificacéo.
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Figura 8 — Representacgdo esquematica do vidro forrado com parafilme e da disposicéo das laminas que permitem
a formacdo dos plugs de agarose com suspensdo bacteriana, para catorze amostras.

Apos este passo, transferiu-se a totalidade dos plugs de cada amostra para novos
eppendorfs e adicionou-se, a cada um, 1 mL de Tampdo de Lise (10mM Tris Buffer pH7.5,
50mM NaCl, Na deoxychotalo 0.2% (Sigma), Na laurylsarcosine 1% (AppliChem)) com
lisozima (AppliChem) na concentra¢do de 1mg/mL e incubou-se a 37°C até os plugs ficarem
transparentes (no minimo 2h). Apoés este periodo de espera, procedeu-se a uma lavagem dos
plugs das 14 amostras com 1mL de agua destilada estéril, retirando-se de seguida, sem
danificar os plugs, e adicionando-se 500uL de Tampao Proteinase K (100mM EDTA pH8, Na
deoxycholato 0.2%, Na laurylsarcosine 1%) com proteinase K (20mg/mL; Bioron) a uma
concentragdo final de 1 mg/mL e incubou-se overnight num banho a 50°C. No dia seguinte,
trocou-se a solugdo por 1mL de Tampédo de Lavagem (20mM Tris Buffer pH7.5, 50mM
EDTA) deixando assim durante 10min, a temperatura ambiente. Substituiu-se, posteriormente,
a solucdo por 1mL de Tampao de Lavagem com PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride; Sigma
— solucdo stock preparada em isopropanol) na concentracao final de 0,7mM ,um inibidor da
acao das serina proteases, inativando a proteinase K residual, e incubou-se a temperatura

ambiente durante 45min. De seguida, descartou-se a solugéo anterior e lavou-se 3 vezes, com
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1mL de Tampéo de Lavagem, com incubacdo de 30min em cada vez. A extracdo de DNA
dentro de cada plug e inibicdo de enzima como DNAses terminou e estes puderam ser
guardados a 4°C e sdo conservaveis durante 6 meses, sensivelmente, podendo voltar a ser
utilizados em caso de necessidade. Para se realizar a corrida de electroforese em campo
pulsado € necessario passar um so plug intacto para um novo eppendorf, deixando os restantes
no respetivo Tampdo de Lavagem. A este Plug adicionou-se 1mL de Tampédo de Lavagem
diluido numa proporcdo de 1:10 e incubou-se a temperatura ambiente durante 30min. Esta
etapa com mais fraca concentracdo em EDTA permite a obtengdo de um equilibrio com o
Tampdo de Digestdo mais rapidamente. Ao fim deste tempo, foi necessario substituir o tamp&o
anterior por 100uL de Buffer Tango 1X (33 mM Tris-acetate (pH 7.9 a 37°C) , 10 mM Mg-
acetate, 66 mM K-acetate, 0.1 mg/mL BSA; Thermo Scientific), que assegura as condi¢des
Otimas para a digestdo enzimatica, com a enzima de restricdo que pretendemos utilizar. A
presenca de BSA melhora a estabilidade de vérias enzimas e liga contaminantes que possam
ter ficado na preparacdo do DNA. Incubou-se a temperatura ambiente durante 30min, agitando
de vez em quando. Ap0s este periodo de equilibrio, substitui-se o tampao anterior por 100uL
de Buffer Tango 1X com a adicdo da enzima de restricdo Xbal (10U/uL Thermo Scientific)
(Figura 9) a razéo de 8U/20uL de Plug. Incubou-se overnight a temperatura 6tima, segundo as
recomendacdes da marca, de 37°C para Xbal (assegurando 100% de atividade).

Figura 9 — Sequéncia de reconhecimento da enzima de restricdo Xbal. Gene com origem em Xanthomonas
badrii.

Apbs a digestdo do DNA com a enzima mencionada, e para observarmos e
compararmos o padrdo de bandas de DNA, procedeu-se a corrida de electroforese em campo
pulsado no equipamento CHEF-DRIII da Bio-Rad. Apos lavagem e descontaminagdo do
aparelho, a corrida foi efetuada de acordo com a maioria das publicagfes, num gel de agarose
pulsed field a 1% (Bio-Rad) em 3L de TBE 0,5X, e o0 equipamento programado para uma
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corrida a 14°C (necessitando de 2h para estabilizacdo do TBE a esta temperatura), 6VV/cm e
angulacdo 120. Para tal, trocou-se a solucdo de Buffer Tango por 1mL de TBE e refrigerou-se
enquanto de procedia a montagem do equipamento. Preparou-se o gel, bem fundido e
estabilizado a 50°C, seguido de solidificacdo durante 30min, e inseriu-se 0 plug de cada
amostra nos respetivos pocos, com a ajuda de uma ansa, iniciando com o marcador de peso
molecular (Lambda Ladder PFG Marker; New England BioLabs), evitando que os plugs
ficassem encostados a parte posterior do gel. De seguida, selou-se 0s pocos com agarose LMP
2% bem equilibrada a 50°C, evitando a formacdo de bolhas de ar no interior dos pocos, e
deixou-se solidificar. Para as amostras de E. coli foram testados alguns protocolos, sendo que
0 que permitiu melhor diferenciacdo das bandas foi: 2s — 35s com corrida de 21horas (Ejrnaes
et al., 2006). Apds cada trés corridas foi mudado o TBE e precedeu-se a uma lavagem do
equipamento para evitar contaminacdes por bactérias e fungos e producdo de enzimas que
degradem o DNA, alterando a corrida de electroforese. Apds a corrida o gel foi corado num
banho de brometo de etidio (1pug/mL) durante 30min, seguido de lavagem em &gua destilada
por 15min. A leitura e captacdo de imagem foram feitas no Bio-Rad Molecular Imager Gel
Doc XR.

Num dos casos estudados, as amostras quando visualizadas sobre luz UV
apresentavam-se como um borrdo, estando completamente digeridas, pelo que, depois de
pesquisa bibliografica, se percebeu que algumas espécies sdo incapazes de serem genotipadas
por esta técnica devido a degradacdo do DNA, extraido dentro do plug de agarose, durante o
extenso procedimento, tendo ja outros laboratérios verificado problemas similares com a
tipagem por PFGE ( Alonso, 2005; Goering, 2010; Sanchez et al., 2002). Este acontecimento
parece ser devido a presenca de um elevado nimero de endonucleases que digerem a amostra,
e que mantém uma atividade mesmo ap0s as lavagens com presenca de proteinase K. Foi
também observado por Ray, Mills, & Dyson, 1995, que compostos derivados do Tris se
formam no anodo durante a electroforese e que isto poderia ser neutralizado pela adi¢do de
tioreia, em concentragdes entre 50uM (Stubbs, Corkill, Graham, & Hart, 2000) ¢ 200uM
(Fawley & Wilcox, 2002), tanto no buffer quanto no gel . Assim, para estas amostras,
procedeu-se a alteracdo do protocolo, com um aumento de proteinase K em solugdo, com
concentracéo final de 2 mg/mL, pois elevadas concentragdes de proteinase K podem ajudar na

digestdo de endonucleases mais facilmente, e reducdo nos periodos de incubagdo. Adicionou-
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se, ainda, 100uM de Tiourea (AppliChem) a cada litro de TBE, e no gel, pois verifica-se
contribuir como recrutador de radicais Tris responsaveis por parte do problema.

As imagens obtidas dos géis de electroforese foram analisadas com o auxilio do
programa informatico FPQuest (Bio-Rad, ESTSP, Porto). As bandas foram detetadas pelo
software e foi feita uma verificacdo de modo a corrigir detegdes erradas. As percentagens de
similaridade entre os perfis genotipicos foram calculados utilizando o coeficiente de Dice, e 0
dendrograma gerado pelo método UPGMA (unweighted-pair group method), e para tal foi
utilizada uma otimizacdo de 1% e uma toleréncia de posicdo de 2%. Para interpretacdo da
proximidade clonal dos isolados foi utilizado um cutoff de 94% do coeficiente de similaridade
em que os isolados que apresentassem maior ou igual percentagem seriam considerados clones
partilhados, derivados da mesma estirpe. Este cutoff foi escolhido por ser o mais consistente
com a literatura corrente neste campo ( Johnson & Clabots, 2006; Johnson et al., 2008;
Stenske et al., 2009). Com base nas recomendacgdes de Tenover et al., 1995, isolados tém
proximidade clonal se o seu perfil diferir em mudancas consistentes com um Unico evento
genético (mutacdo, insercdo, delecdo) como descrito na introducdo, sendo que consiste na
variacdo de, no maximo, 3 bandas, no perfil resultante da tipagem genética, correspondendo a

aproximadamente similaridades de 80 a 100 %.
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Capitulo 111 — Resultados e discussao

3.1. Caracterizagdo molecular das resisténcias aos p-lactamicos e as quinolonas e

determinacao dos filogrupos

3.1.1. Determinacéao dos filogrupos

Anteriormente a este trabalho, os isolados de E. coli foram caracterizados
fenotipicamente, através da observacdo das suas caracteristicas pela utilizacdo de testes
bioquimicos, assim como pela observacao das colonias cultivadas em meios especificos para
E. coli. Foram também realizados testes de suscetibilidade antimicrobiana, o que permitiu a
identificacdo das estirpes produtoras de ESBL e resistentes as quinolonas, tendo sido
identificados pelo menos quarenta isolados com estas caracteristicas. O seu perfil de
resisténcia é apresentado no Quadro XI. A divisdo dos diferentes isolados de E. coli segundo
os grupos filogenéticos conhecidos foi conseguida com base no trabalho de Clermont,
Bonacorsi, & Bingen, 2000, e como referido anteriormente, 0s grupos foram diferenciados
conforme a observacdo de bandas correspondentes a amplicbes de trés genes alvo. Os
diferentes filogrupos observados para cada amostra encontram-se também referidos no Quadro
XI, tendo sido verificada a seguinte frequéncia: filogrupo A, 47,5%, D, 25,0%, B1, 17,5%, e
B2, 10,0%. E possivel verificar que os isolados pertencentes ao filogrupo B2 parecem ser 0s
que apresentam menor carga de resisténcia, 0 que pode sugerir serem estirpes mais virulentas
(Escobar-Paramo, Clermont, et al., 2004). O filogrupo mais verificado neste conjunto de
isolados é 0 A, indicando serem comensais a maioria dos isolados estudados, sendo no entanto
muito inquietante a elevada carga de resisténcias a antimicrobianos que transportam. A
frequéncia de resisténcia nos 40 isolados é factualmente elevada (Quadro X), sendo reveladora
de uma elevada pressdo seletiva. Os estudos de filogenia (efetuados na segunda fase do
trabalho) indicam que essa pressdo seletiva podera ter ocorrido num bi6topo exterior aos
animais amostrados neste trabalho. A possibilidade de um determinado hospedeiro ser

portador de estirpes multirresistentes sem que alguma vez tenha tomado qualquer
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antimicrobiano tem sido prolificamente estudada e demonstrada, particularmente em animais

silvestres que habitam regibes bastante remotas (Pinto et al., 2010; Sj6lund et al., 2008).

Quadro X — Frequéncia de resisténcias observadas nos testes de suscetibilidade realizados nas quarenta E.coli
selecionadas de entre os isolados de amostras fecais de cédes selecionados aleatoriamente no Hospital Veterinario
UPVET. (ver lista de abreviaturas na pagina xi)
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3.1.2. Caracterizacdo molecular das resisténcias aos p-lactamicos e as quinolonas

Embora o perfil de resisténcia a antimicrobianos destes quarenta isolados seja alargado
a outras classes, foi decidido estudar apenas 0 suporte genético para as resisténcias
anteriormente referidas, em virtude da sua relevancia clinica e por serem resisténcias que se
encontram frequentemente associadas no mesmo transposdo ou plasmideo. Sdo também as

duas classes de antibioticos mais utilizadas em infe¢des bacterianas. Dos isolados
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selecionados, 38 classificam-se produtores de ESBL, segundo os testes microbioldgicos
realizados, e 34 apresentavam resisténcia a ciprofloxacina e/ou acido nalidixico. Os restantes
isolados foram utilizados como controlo, pretendendo-se verificar a auséncia de genes ou
mutacdes em regides determinantes de resisténcia, para estas duas classes de antibidticos. Com
excecdo de dois isolados (nimero 7 e 38), em todos os restantes produtores de ESBL, 0 seu
fendtipo foi justificado pela presenca de genes codificantes de B-lactamases. Observou-se
também a presenca de mais do que uma variedade de genes em cada isolado. A frequéncia da
presenca de genes bla neste conjunto de isolados foi de: 47% blargm (18 isolados), 34%
blagyy (13 isolados), 24% blagxa (9 isolados), 18% blacrx-m-1 (7 isolados - correspondendo na
totalidade ao subgrupo CTX-M-15) , 8% blactx-m-2 (3 isolados), 3% blacrx-m-9 (1 isolado).
Todas os outros genes referidos anteriormente foram pesquisados mas nao foram encontrados.
A presenca da enzima CTX-M-15 em bactérias colonizadoras do trato intestinal de animais de
companhia foi também ja verificada noutros trabalhos (Ewers et al.,2010), facto importante e
que realca uma possivel transferéncia humano-animal, tendo em conta que esta enzima se
encontra em grande expansdo e sendo muito encontrada em isolados clinicos humanos,
estando assim o0s animais também em risco de adquirem estirpes bacterianas multirresistentes
no contacto com os humanos, criando assim dois hospedeiros. Este trabalho ainda se encontra
em concluséo, pelo que serd importante, futuramente, proceder a sequenciacgao destes genes de
modo a identificar a que subgrupos pertencem as enzimas em questao, assim como verificar a
presenca de novas mutacdes. Todos os isolados com fenotipo de resisténcia as quinolonas
foram confirmados genotipicamente quer pela presenca de mutagdes na regido determinante
de resisténcia dos genes cromossomais gyrA e parC, o que demonstra uma transferéncia
vertical de resisténcia, ou, apenas em 3 isolados, pela presenca de um determinante de
resisténcia mediado por plasmideo — gene gnrS, o que pode demonstrar uma transferéncia
horizontal. Todos os outros genes referidos anteriormente foram pesquisados mas ndo foram
encontrados. No Quadro XII observa-se que os isolados com fendtipo de resisténcia a
ciprofloxacina e ao acido nalidixico, séo justificados, pela presenca de duas mutacGes na
regido determinante de resisténcia do gene cromossomal gyrA, e uma ou duas muta¢es no
gene parC. As mutacOes observadas ja se encontravam descritas, pelo que as mais verificadas
em gyrA (83% - 25 isolados), foram a presenca de uma leucina na posicdo 83 e uma

asparargina na posicdo 87 (Leu83Asn87). No gene cromossomal parC as mutagdes séo mais
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diversificadas pelo que se observa em 83% dos isolados (25) a substituicdo por uma isoleucina
na posicao 80 (I1e80). Um isolado apresentava ainda, além das mutacdes em ambos 0s genes, a
presenca do gene gnrS. Quando o fenotipo apresentava apenas resisténcia ao acido nalidixico,
observa-se a presenca do gene gnrS acompanhado da auséncia de mutacbes nos genes
cromossomais, ou ainda, um gendtipo com apenas uma mutagdo nos genes cromossomais, 0
que aparenta ndo se suficiente para conferir resisténcia a ciprofloxacina. Estes resultados véo
de encontro a bibliografia, onde é possivel encontrar alguns estudos que reportam a presenca
de Enterobacteriaceae produtores de ESBL/AmpC em isolados de animais de companhia
(Dierikx et al., 2012; C Ewers et al., 2012; Schink, Kadlec, & Schwarz, 2011), assim como
isolados que apresentam mutacdes nas regides determinantes das resisténcias as quinolonas, e
menos frequentemente, a presenca de resisténcia mediada por plasmideos (Gibson, Cobbold,
Kyaw-Tanner, Heisig, & Trott, 2010). No entanto os estudos sobre a presenca dessas enzimas
em bactérias colonizadoras do trato intestinal de animais de companhia saudaveis continuam a
ser pouco abundantes (Costa et al., 2008; Gandolfi-Decristophoris et al., 2013; Murphy et al.,
2009), pelo que se torna importante avaliar a presenca de ESBL em animais de companhia
saudaveis e doentes, pois a sua possivel transmissdo tera impacto nao s6 na saude animal mas

também na sadde humana.
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Quadro XI — Diferentes isolados de E. coli, numerados de 1 a 40, com respetivo fendtipo de resisténcia, filogrupo e genes de resisténcia (B-lactamicos e
quinolonas) encontrados. + representa a presenga do gene e — a sua auséncia. Todos os outros genes listados no Capitulo IlI- Materiais e Métodos foram
pesquisados mas nao foram encontrados. Nos genes cromossomais gyrA e parC listaram-se as mutac@es verificadas identificando o novo aminoéacido e a posicéo
de mutacdo. (Leu, leucina; Asn, asparargina; Tyr, tirosina; Gly, glicina; Val, valina; lle, isoleucina, Thr, tirosina; Arg, arginina; Lys, lisina. Ver lista de
abreviaturas de antimicrobianos na pagina xi).

Genes de resi cia

AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K Leu83Asn87 I1e80

2 AMPCIP,TECTX,ATM,KF,SNA SXT B1 * ) ) blacrx.w.15 i - LR Lyss4 -
3 AMP, FOX,TE,CTX,ATM,CAZ AMC,KF,NA,SXT A * i i ) ) . Sem mutagdo  sem mutagdo  +
4 AMP,CIP,TE,KF,S,NA,C,SXT A + - - - - - Leu83Asn87  11e80Val108 -
5 AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K A i ) * i i - Ll gl lle80 -
6  AMPCIP,TEATM,CAZKF,SNACSXT B2 * * . i . . Leu83Tyrg7 I1e80 -
7 AMP,TEATM,CAZKFS.C D ) ) ) ) ) ) LElES S UERD | -
8  AMPCIP,TE,CTX; ATM; CAZKF,S,NA D i ) ) blacrxm-s . - Leu83Asn87 I1e80 -
9 AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K A i ) * i . - LR Ile80 -
10 AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K A i ) * i i - LA lle80 -
11 ATMCIP,TE,CTX,ATM,CAZ,KF,S,NASXT D * ) ) blacrx.w.1s . - LR Ile80 -
12 AMP; CIP; CN; TE; ATM; CAZ; KF; S; NA; C; TOB; SXT; K A i * * i i i EGUEEAEIET AT i
13 AMP; CIP; CN; TE; ATM; CAZ; AMC; KF; §; NA; C; TOB; SXT; K A i * * i i - LA Ile80 -

- - + - - = Leu83Asn87 Arg80 =

14 AMP; CIP; CN; TE; ATM; KF; S; NA; C; TOB; SXT; K A
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

AMP; CIP; CN; TE; CAZ; KF; S; NA; C; TOB; SXT; K

AMP; FOX; CIP; TE; ATM; CAZ; AMC; KF; S; NA; C; SXT

AMP, FOX,CIP,TE,CTX,ATM,CAZ AMC,KF,S,NA,C,SXT

AMP,FOX,CIP,TE,CTX,ATM,CAZ, AMC,KF,NA,

AMP; CIP; CN; CTX; ATM; KF; S; NA; C; SXT; K

AMP,FOX, TE,CTX,ATM,CAZ, AMC,KF,NA,SXT

AMP,CIP,TE,KF,S,NA,C,SXT,K

AMP; CIP; TE; ATM; KF; NA; C

AMP;TE; CTX;ATM; KF; NA

AMP; FOX; TE; AMC; KF; S; NA; C; SXT

AMP; FOX; CIP; TE; ATM; CAZ; AMC; KF; S; NA; C; SXT

AMP, TE,CTX,ATM,KF

AMP,CIP,TE,KF,S,NA,C,

AMP; TE; ATM; KF; C

AMP; CIP; CN; CTX; ATM; CAZ; KF; NA; SXT; K

AMP,CIP,TE,S,NA,C,SXT

AMP,TE,ATM,KF,S,C

AMP; CIP; CAZ; KF; NA; C

AMP; TE; AMC; KF; S

B1

B1

B2

B2

companhia e coabitantes humanos.

- +
+ +
+ +
+ -
+ -
+ -
+ -
- +
- +
+ -
+ +
+ -
+ -
- +
+ -
+ +
- +
- +
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blacrx-m-15

blacrx-m-15

Leu83Asn87
Leu83Asn87
Leu83Asn87
Leu83Asn87
Leu83Tyr87
sem mutacéo
Leu83Asn87
Val83Gly87
Val83
Leu83
Leu83Asn87
sem mutacao
Leu83Asn87
sem mutacéo
Leu83Tyr87
Leu83Asn87
sem mutacao
Leu83Asn87

sem mutacéo
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11e80

11e80

11e80

11e80

11e80

sem mutacéo

Thr5611e80

11e80

11e80

sem mutacao

11e80

sem mutacao

11e80

sem mutacéo

11e80

11e80

sem mutacao

11e80

sem mutacéo
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34 AMPCIP;TE; CTX; KF; S; NA; K D i ) ) i i * Leu83Tyrs7 120 -
3 FOX; CTX; ATM; AK; TOB B2 ) ) ) ) * ; e
36 AMP; CIP; TE; CTX; ATM; CAZ; KF;NA A i ) ) blacrc-15 i ) Leug3Asng7 120 -
37 CIPTENASXT B1 - - - - - - Leu83Asn87 11e80 =
38 AMP.CIP,SNACSXT Bl ) i i ) ) i LeuB3Asn87 Ile80 -
39 CIP,TESNASXT,K B1 ) i i . ) i LeuB3Asng7 Ile80 -
40 AMP; CIP; TE; CTX; KF;S; NA; SXT Bl * ) i blacrx-v-1s ) i LeuB3Asn87 lle80 -

Quadro XII - Mutagdes verificadas demonstrando-se a substituicdo por um novo aminodcido e a posicdo de mutacdo e a sua prevaléncia (em % e
nimero de isolados) no conjunto total de isolados mencionado. Todos os outros genes listados no Capitulo I1- Materiais e métodos foram pesquisados mas ndo
foram encontrados. (Leu, leucina; Asn, asparargina; Tyr, tirosina; Gly, glicina; Val, valina; lle, isoleucina, Thr, tirosina; Arg, arginina; Lys, lisina. Ver lista de
abreviaturas de antimicrobianos na pagina xi).

Fendtipo
resisténcia
Quinolonas

Mutacgbesem gyrA Mutacbesem parC gnrS Outros Total

(isolados/%) (isolados/%o) genes isolados

1e80 (25/83%))

Leu83 Asn87 (25/83%) Lys84 (1/3%)
CIP + NA Leu83 Tyr87 (4/13%) 11e80 Val108 (1/3%) 1 (3%) 0 30
Val83 Gly87 (1/3%) Thr5611e80 (1/3%)
Arg80 (2/7%)
s/mutacdo (2 /50%) x
NA Valg3 (1/25%) S”:‘I”tagai /(32>/07/5%) 2(50%) 0 4
Leus3 (1/ 25%) €80 (1/25%)
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3.2. Estudos de filogenia em isolados obtidos a partir de animais de companhia,
coabitantes humanos e ambiente domeéstico

3.2.1. Agregado A

Este agregado foi selecionado em virtude de integrar um elemento de risco,
nomeadamente uma cadela de nove anos de idade, nédo castrada, com acesso ao exterior, e com
uma alimentacdo muito variavel (comercial e caseira), que padecia de uma doenca de pele
cronica, para o tratamento da qual foi necessario administrar diversos antimicrobianos (entre
0s quais amoxicilina-acido clavulanico e ciprofloxacina) desde muito jovem, e no momento da
consulta ia ser medicada para o tratamento etiotrépico de uma infecdo do trato urinario. Com a
andlise dos inquéritos verificou-se que além da cadela, o seu proprietario também apresentava
historial de toma de antimicrobianos devido a uma infecdo do trato urindrio complicada,
contraida numa hospitalizacdo com algaliacdo. Do “agregado familiar” fazia também parte um
neto ainda bebé e uma gata castrada de seis anos, que ndo saia do interior da casa e que nao
partilhava as tacas de alimentacdo com a cadela. Tendo em conta que € um agregado que pode
apresentar estirpes bacterianas com elevado nivel de resisténcia, foi selecionado para o
primeiro estudo da disseminacdo de clones bacterianos de E. coli. Para isso foram recolhidas e
analisadas fenotipicamente, por colaboradores do nosso laboratorio, e anteriormente a este
trabalho, amostras do muco da cavidade oral, urina, fezes da cadela, ambos 0s proprietérios, e
gata, assim como do ambiente doméstico (chdo, tacas de alimentacdo da cadela, porta do
frigorifico). Os fenoétipos de resisténcia encontrados e respetiva distribuicdo pelos locais de

isolamento estdo resumidos no Quadro XIII.

76



Caracterizagdo molecular da resisténcia a antimicrobianos em E. coli produtoras de f-lactamases de espectro alargado isoladas em cées e
estudo da partilha de clones bacterianos entre animais de companhia e coabitantes humanos.

Quadro XIII — Fenotipos de resisténcia antimicrobiana observados nos diferentes isolados de E. coli durante o
estudo do agregado A. Quadro cedido pelos colaboradores do laboratério que procederam a esta parte do trabalho
em questdo. (ver lista de abreviaturas na pagina xi)

Animais de companhia Ambiente doméstico
Fenotipos de resisténcia
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E possivel observar que foram isoladas estirpes com elevado nimero de resisténcias,
sendo que alguns dos fendtipos similares se encontram presentes em diferentes locais, desde as
fezes da cadela, a sua boca, e em locais do ambiente doméstico como no chéo, na porta do
frigorifico e taca de alimentacdo da cadela. Assim, para este trabalho, com base nesta aparente
semelhanga, selecionaram-se alguns desses isolados para estudos de tipagem genética, com o
objetivo de inferir sobre a proximidade clonal dessas amostras. Inicialmente procedeu-se a
uma tipagem genética por ERIC PCR de alguns isolados representativos de cada local e com
semelhantes fendtipos de resisténcia, de modo a verificar geneticamente quais os isolados que
poderiam apresentar semelhancas entre si. Foram também determinados os filogrupos de todas
as amostras. Para facilitar a analise dos perfis genotipicos e observacdo de similaridades,
procedeu-se a utilizacdo do software FPQuest (Bio-Rad, ESTSP, Porto) apresentando na

Figura 10 o dendrograma resultante e os respetivos filogrupos.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
ERIC AGREGADO A ERIC AGREGADO A

2 Isolado Filogrupo
o Cadela - boca 2 A
Porta do frigorifico A
Proprietério - fezes A
Cadela - bocal A
Cadela - fezes 1 A
Ché&o marquise A
Taca comida A
Taga comida A
Proprietéria - fezes B1
Proprietéria - fezes B1
Taga comida A
Proprietario - fezes B1
Proprietério - fezes Bl
Proprietaria - fezes A
Cadela - fezes A
Bebé - fezes D
Porta frigorifico D
Gata - fezes B2
Bebé - fezes B2
Bebé - fezes B2
Proprietéria - fezes B1
592 Gata - fezes B1
Proprietério - fezes B1
Proprietaria - fezes Bl
Cadela - urina B1
Proprietaria - fezes B2
o Gata - fezes B2
Bebé - fezes B2
Bebé - fezes B2
—=4 Cadela - fezes 2 A
Taca comida B2
Cadela - fezes Bl
Cadela - fezes A
Chao marquise A

Figura 10 - Padrdo de bandas visualizados na corrida de electroforese dos produtos amplificados por ERIC PCR,
dos isolados selecionados para estudo do agregado A e respetivo filogrupo. Dendrograma obtido com base no
agrupamento UPGMA e analise de similaridade com calculo do coeficiente de Dice. A vermelho estéo realcados
alguns conjuntos de isolados com similaridades superiores a 94% e com relevancia para a continuagdo do estudo.
A negrito estdo realcados os isolados que foram selecionados para prosseguir o estudo com genotipagem por
PFGE.
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Com o padréo de bandas obtidas por ERIC PCR, verifica-se uma grande variabilidade genética
entre os isolados. Ainda assim, pode-se confirmar a proximidade clonal entre alguns dos
isolados obtidos de locais diferentes. Como referido no Capitulo I- Introducéo, esta técnica
apresenta algumas debilidades, nomeadamente porque as reagdes de PCR ndo foram todas
realizados na mesma altura, com uma mesma master mix, e especialmente quando os produtos
ndo sdo todos submetidos a mesma corrida de electroforese, observando-se diferencas na
intensidade de algumas bandas e na sua localizacdo, quando comparando com outros géis. No
entanto, nem sempre foi possivel otimizar essas condi¢des pelo que o ERIC-PCR serviu como
complemento a outra técnica de tipagem mais robusta e precisa que é o PFGE. Sendo também
uma técnica mais dispendiosa foram apenas selecionadas algumas amostras que: i)
apresentassem fenotipos similares, ii) perfis eletroforéticos semelhantes e iii) que pela analise
do ERIC PCR , apresentassem uma percentagem de similaridade proxima, assim como iv)
pertencentes a iguais filogrupos e ainda v) isolados que representassem diferentes locais de
recolha (Figura 11).
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Figura 11 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese em campo pulsado com os isolados
selecionados para o estudo do agregado A e respetivo filogrupo. Dendrograma obtido com base no agrupamento
UPGMA e analise de similaridade com calculo do coeficiente de Dice. A vermelho estdo realgados alguns
conjuntos de isolados com similaridades superiores a 94%.
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Tal como esperado pelo trabalho realizado anteriormente, onde os isolados foram
caracterizados fenotipicamente, pela observacéo da similaridade dos fenotipos de resisténcia e
comprovado neste estudo através da tipagem genética por PFGE, existe uma disseminacao de
clones entre as fezes da cadela e a sua boca, facto previsivel, atendendo ao habito de lamber a
regido peri-genital e/ou coprofagia praticadas por muitos animais de companhia. Verifica-se
também uma igualdade de 100% entre uma estirpe presente na boca da cadela e diferentes
locais do ambiente doméstico, chdo, taca de comida, e ainda porta do frigorifico,
comprovando a disseminagéo de estirpes com alargadas resisténcias da boca e fezes da cadela
para 0 ambiente doméstico (mais de 94% similaridade). As estirpes com maior disseminacao
para 0 ambiente doméstico sdo maioritariamente pertencentes ao filogrupos A, tal como
descrito na bibliografia, onde se verifica que o grupo A e B1 sdo encontrados mais facilmente
no ambiente (Gordon & Cowling, 2003). A analise do dendrograma resultante do
processamento informatico do padrdo de bandas obtido por PFGE permitiu detetar também a
existéncia de proximidade clonal entre um isolado fecal do proprietario e um isolado fecal da
cadela, pelo que se verifica a partilha de um clone de E.coli multirresistente entre ambos 0s
coabitantes, que curiosamente foram o0s membros do agregado que mais terapias
antimicrobianas realizaram. No entanto, ndo se pode definir qual o sentido da transferéncia
bacteriana, visto que pode ocorrer em ambos o0s sentidos. Perante estes dados, o supracitado
isolado das fezes do proprietério parece também ele um clone do “isolado dominante” (88,4%
similaridade), que, no entanto, se encontrou principalmente disseminado em superficies
domesticas e a colonizar o animal que mais terapias antimicrobianas realizou (cadela). Na
analise do ERIC-PCR verificou-se também proximidade clonal entre um isolado encontrado
na porta do frigorifico e um das fezes do bebé, que no entanto, a sua analise por PFGE revelou
uma proximidade clonal muito afastada (78,6%). As bactérias isoladas de fezes apresentam-se
divididas entre dois filogrupos, B2 e B1, estando o grupo B2 presente nas fezes do bebé.
Nowrouzian, Wold, & Adlerberth, 2005 observaram que E.coli pertencentes ao grupo
filogenético B2, estdo mais envolvidas em infecBes extraintestinais, apresentando capacidade
superior de persistir na microflora intestinal das criancas, independentemente dos genes de

viruléncia transportados.

Nas fezes da gata foi verificado um numero baixo de resisténcias, registando-se que

este animal ndo fez terapias antimicrobianas. Assim, tem cabimento supor que este tera
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adquirido as poucas resisténcias que apresenta nos seus isolados por contacto com os membros
do agregado, ou com o microbismo da casa. Verificando-se através do ERIC PCR e PFGE que
as estirpes isoladas deste animal ndo sdo coincidentes com as encontradas nos outros
membros, pode-se por em hipotese que essas estirpes ndo colonizaram no animal, no entanto
transferiram alguns dos seus genes de resisténcia atraves de elementos genéticos moveis
presentes por exemplo em plasmideos. No entanto, o facto de ndo apresentar fendtipos com
elevado numero de resisténcias pode ser pelo facto de a gata ndo se alimentar pela taca da
cadela, na qual foi verificado alguns isolados com o maior nimero de resisténcias, derivados
da boca e fezes da cadela. Outras fontes ambientais, como a &gua de abeberamento, ou a

alimentacdo ndo devem ser excluidas.

Aquando da realizacdo deste trabalho foram verificadas algumas dificuldades. Alguns
isolados de E. coli selecionados apresentavam-se como ndo tipaveis pela técnica de PFGE,
sofrendo degradacdo do DNA como pode ser observado na Figura 12. Ap0Gs pesquisa
bibliografica foi compreendido que este acontecimento parece ser devido a presenca de um
elevado numero de endonucleases que digerem a amostra e que mantem uma atividade mesmo
apos as lavagens com presenca de proteinase K. Foi também observado por Ray, Mills, &
Dyson, 1995, que compostos derivados do Tris se formam no anodo durante a electroforese
contribuindo também para este problema. Apds pesquisa bibliografica e realizacdo de alguns
testes verificou-se que isto poderia ser neutralizado pela adicéo de tioureia, em concentracfes
entre 50uM (Stubbs et al., 2000) e 200uM (Fawley & Wilcox, 2002), tanto no buffer quanto
no gel, assim como a utilizacdo de maior concentracdo de proteinase K em solugdo, pois
elevadas concentracBes de proteinase K podem ajudar na digestdo de endonucleases mais
facilmente. O protocolo utilizado foi assim otimizado passando-se a utilizar uma concentracao
de proteinase K de 2 mg/mL e ainda, adi¢cdo de 100uM de tiourea (AppliChem) a cada litro de
TBE, e no gel, pois verifica-se contribuir como recrutador de radicais Tris responsaveis por

parte do problema.
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Figura 12 — Imagem obtida por PFGE que demonstra isolados que inicialmente se apresentavam como
incapazes de serem tipaveis por PFGE (A), e posteriormente, com mudanga do protocolo, observacéo de bandas
resultantes da digestdo do DNA e corrida em campo pulsado (B).

3.2.2. Agregado B

Deste agregado fazia parte uma cadela de raca S. Bernardo, com 11 anos de idade que
consultou o Hospital Veterinario do ICBAS por apresentar infecdes do trato urinario
recorrentes. Foi realizada uma ecografia na qual se observou uma massa heteroecogénica no
limen da bexiga, que se veio a confirmar ser um tumor, provavelmente responsavel pelas
infecOes urinarias recidivantes que a conduziram a varios tratamentos com antibidticos. Desta
cadela foram isoladas amostras de E. coli, provenientes das fezes, boca e pelo/pele. Testes de
suscetibilidade antimicrobiana ja tinham sido feitos pelo que se verificou a igualdade do
fendtipo multirresistente entre trés isolados (AMP CIP CN CTX ATM CAZ KF S NA C SXT
K). Neste trabalho procedeu-se ao seu estudo molecular por tipagem por ERIC PCR e PFGE e
construcdo do respetivo dendrograma (Figura 13). Determinou-se também o filogrupos dos

trés isolados, que corresponderam ao grupo D.
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Figura 13 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da reacdo de ERIC PCR (A) e
bandas resultantes da digestdo do DNA bacteriano com a enzima Xbal com corrida em electroforese em campo
pulsado(B), dos isolados estudados no agregado B, e respetivo filogrupo. Dendrograma e percentagens de
similaridade obtidos com base no agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente de Dice.

Os resultados demonstram a presenca de um mesmo clone bacteriano em trés locais do animal.
Sendo um animal que pratica coprofagia, podemos deduzir que a direcdo da disseminacédo
deste clone bacteriano tera sido das fezes para a boca e depois, possivelmente, para o pelo e
pele, através de lambidelas. Observa-se que esta estirpe subsiste assim noutros locais do corpo
do animal além do trato intestinal, estando mais acessivel para aquisi¢cdo por outros membros

do agregado, quer por festas e/ou lambidelas, ou durante a prestagéo de cuidados de maneio e

higiene ao animal.
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3.2.3. Agregado C

Deste agregado faz parte um gato, ndo castrado, com 4 anos de idade e que frequenta
apenas o interior da casa e uma varanda, e que foi selecionado por ter feito varias terapias com
antibioticos (ciprofloxacina, penicilina e gentamicina) devido a padecer de infe¢Bes urinarias
recorrentes. Este animal alimentava-se de uma mistura de racdo comercial e em pequena
quantidade de comida preparada pelos proprietarios. O seu agregado nao tinha nenhuma
historia de terapia relevante. A proprietéaria e respetiva filha eram os membros do agregado
que mais tempo dedicavam em atencao e cuidados ao animal.

Foram anteriormente recolhidas amostras das fezes da proprietaria e filha e do
respetivo gato, além doutros isolados bacterianos. Verificou-se, através da similaridade do
fendtipo de resisténcia (QD TE RD E AZM CIP), a presenca de Enterococcus spp. que
poderiam ser derivados de um mesmo clone. Para aprofundar esse estudo determinou-se a
espécie por multiplex PCR, sendo que todos pertenciam a espécie E. faecalis (Figura 14).
Apos verificar a igualdade procedeu-se a tipagem genética por ERIC-PCR e andlise do
respetivo dendrograma (Figura 15). A técnica de PFGE para gram positivos € um pouco mais
complicada, pois a extracdo de DNA é mais dificil devido a elevada camada de
peptidoglicano, e estando ainda a solucdo bacteriana suspensa nos plugs de agarose, €
dificultada ainda mais a extracdo do DNA. Assim o protocolo utilizado normalmente para E.
coli, com a respetiva enzima Smal para Enterococcus, ndo resultou, pelo que até a entrega
desta dissertacdo ndo houve hipoOtese de otimizacdo e implementacdo deste protocolo no

laboratorio.
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360pb — E. faecalis

Figura 14 — Imagem obtida neste trabalho e demonstrativa da amplificacdo resultante do PCR para
identificacdo de espécie de Enterococcus. Observa-se em todas as amostras uma banda de 360pb que
corresponde a espécie E. faecalis.
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Figura 15 - Padrédo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da rea¢do de ERIC PCR, dos
isolados do agregado C. Dendrograma e percentagens de similaridade obtidos com base no agrupamento
UPGMA e célculo do coeficiente de Dice

No entanto, nesta situacdo o ERIC-PCR foi suficiente para permitir observar que as trés
amostras apresentam um padréo de amplificacdo por ERIC PCR, semelhante, pelo que se
comprova a partilha deste clone de Enterococcus faecalis nas fezes dos trés membros do

agregado. Tendo em conta que o animal foi sujeito a varias antibioterapias, inclusivamente
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com ciprofloxacina, e observando-se entre outras, resisténcia a esse antibiotico, podemos por
em hipotese que o sentido da transferéncia dessa estirpe bacteriana possa ter ocorrido do

animal para os proprietarios.

4.2.2. Agregado D

Este agregado é constituido por um cdo, de sete anos de idade, que apresentava um
problema cutaneo severo (piodermite fistulosa profunda), tendo sido submetido a tratamentos
prolongados com antimicrobianos (amoxicilina-acido clavulanico, cefadroxilo, enrofloxacina,
metronidazol, clindamicina). Este animal além do apartamento onde vivia, frequentava, solto,
ambientes rurais. Alimentava-se de racdo comercial e alimentos preparados pelos
proprietarios, ou crus. Os seus proprietarios ndo apresentavam qualquer histéria clinica
relevante. Deste agregado foram anteriormente recolhidos amostras bacterianas das maos e
fezes dos proprietarios e das fezes e boca do cdo. Verificou-se a igualdade dos fenétipos de
resisténcia (AMP QD TE RD E CN AZM C) em alguns isolados das fezes e boca do céo, e das
maos da proprietaria e sua filha. Assim, para esta parte do trabalho avangou-se com a
caracterizacdo da espécie, desses isolados que apresentavam caracteristicas fenotipicas iguais,
verificando que eram todos E. faecalis. Realizou-se posteriormente a sua tipagem por ERIC-
PCR (Figura 16).
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Figura 16 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da reacdo de ERIC PCR dos
isolados estudados no agregado D. Dendrograma e percentagens de similaridade obtidos com base no
agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente de Dice

Analisando o dendrograma construido com base na imagem do gel de electroforese da corrida
dos produtos de amplificacdo do ERIC PCR, observamos que os isolados da boca do cédo e
méaos das proprietarias sdo iguais, estando assim implicita uma partilha de um clone de
Enterococcus faecalis que pode ter tanto como origem as maos das proprietarias como a boca
da cadela. O isolado fecal apresenta grande divergéncia dos outros isolados, no entanto por
observacao do gel deve-se a um ma amplificacdo das sequéncias por ERIC PCR, sendo que as
cinco bandas em falta (verificadas pelo dendrograma, ndo apresentado, construido com base
na diferenca de bandas) estdo presentes de uma forma muito ténue, quase ndo reconhecivel,
pelo que nao foram assinaladas aquando da analise do gel no programa FPQuest. No entanto é
possivel inferir, que os quatro isolados serdo muito provavelmente clones de uma mesma
estirpe e estando presentes na proprietaria e sua filha, pois eram quem estava em mais contacto
com o animal. A ndo presenca desta estirpe multirresistente nas fezes das proprietarias pode
dever-se a cuidados de higiene praticados. No entanto, pelo facto de estarem presentes nas
médos podem facilmente ser transferidas para a mucosa oral, apresentando um risco

preocupante.
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4.2.2. Agregado E

Este agregado foi selecionado com base num dos membros, um cdo (cdo A) que
apresenta otites alérgicas e que foi consultado por apresentar uma otite recidivante e purulenta.
Este animal tinha efetuado até ao momento da recolha, vérios tratamentos com
antimicrobianos. Do mesmo agregado faziam parte outro céo (referido ao longo do trabalho
como cdo B) e uma cadela. Deste agregado foram feitas zaragatoas para recolha de amostras
bacterianas de fezes, mucosa oral, pele/pelo, e de alguns dos constituintes do ambiente
domestico (brinquedos, cobertores, trelas, coleiras, camas dos cées, puxadores, comandos de
TV), e ainda das fezes dos proprietarios. Anteriormente foi feita a caracterizacdo do fenotipo
de resisténcia destes isolados bacterianos recolhidos (E. coli e Enterococcus spp.), pelo que se
verificaram diferentes fendtipos em que alguns se repetiam em isolados recolhidos de origens
diferentes. Perante esta distribuicdo selecionou-se o fenétipo aparentemente mais disseminado
entre as estirpes de E.coli isoladas em diferentes locais, procedendo-se ao estudo genético de
alguns isolados desse conjunto. Do mesmo modo foram selecionados quatro fendtipos
dominantes de entre os isolados de enterococos possivelmente disseminados dentro do
agregado.

Para este trabalho foram selecionados os isolados de E. coli cujos fendtipos de
resisténcia apresentam apenas pequenas variacdes e se encontram-se descritos no quadro XIV,
e que pela sua igualdade demonstram a possibilidade de disseminacdo entre diferentes
membros e locais do habitat. Foi determinado primeiramente o filogrupo de todos os isolados
de E. coli (Figura 17), onde se verificou serem todos pertencentes ao grupo A, excetuando o
isolado das fezes da proprietéaria que é pertencente ao grupo B2, e que ja fenotipicamente se
demonstrou diferente dos  restantes isolados, no entanto foi incluido para estarem

representados todos os locais de recolha.
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279pb - chuA
211pb - yjaA
152pb — TspE4C2

Figura 17 - Imagem obtida neste trabalho correspondente a corrida de electroforese do produto do multiplex
PCR para determinagdo dos grupos filogenéticos de algumas estripes de E.coli do estudo do agregado E,
Verifica-se a amplificacdo constante de uma banda de 211pb correspondente ao gene yjaA, demonstrando a
igualdade dos filogrupos (A), excetuando a ultima amostra correspondente as fezes da proprietaria, onde se
verifica a presenca de trés bandas correspondendo ao filogrupos B2.

Quadro X1V - Fendtipos de resisténcia similares verificados em varios isolados de E.coli com origens diferentes,
destacando-se o isolado bacteriano da proprietaria que apresenta apenas duas resisténcias. (ver lista de
abreviaturas na pagina xi)

Cio A AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K
CioB AMP, FOX, CIP, CN, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K
Cadela AMP, FOX, CIP, CN, TE, CAZ, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K
Proprietario  AMP, FOX, IPM, CIP, CN, TE, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K
Ambientais  AMP, FOX, CIP, CN, TE, CTX, CAZ, AMC, KF, S, NA, C, TOB, SXT, K
AMP, FOX, CIP, CN, CAZ, AMC, KF, AK, S, NA, C, TOB, SXT, K

Proprietaria AMP, S
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Posteriormente efetuou-se a tipagem genética por ERIC PCR e PFGE, em dois géis diferentes
pois 0 molde para a electroforese em campo pulsado apenas apresenta 15 pocos. Com uma
analise a “olho nu” é clara a semelhanca ou até igualdade entre a maioria dos isolados, no
entanto, foi efetuada a analise dos dois géis com o software e construido o dendrograma,
clarificando a percentagem de similaridade entre as diversas amostras com origens diferentes
(Figura 18).
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Figura 18 - Perfil genético obtido na corrida de electroforese em campo pulsado, dos isolados pertencentes ao
agregado E e respetivo filogrupo. Dendrograma e percentagens de similaridade obtidos com base no agrupamento
UPGMA e célculo do coeficiente de Dice. A vermelho esta realgado o conjunto de isolados com similaridades

superiores a 94%.
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Com a andlise dos dendrogramas podemos concluir que todos os isolados com fenétipo
de resisténcia similar, amostrados quer das fezes do cdo A, quer cadela e cdo B pertencente ao
agregado, assim como de diferentes locais do ambiente doméstico apresentavam uma
proximidade clonal entre 94,8% e 100% , pelo que podemos inferir sobre a existéncia da
transferéncia e disseminacdo de um clone de E coli. As diferencas verificadas nos fenotipos de
resisténcias, que consistem na falta ou presenca de resisténcia a um ou dois antibioticos, pode
ser justificada pela perda de plasmideos ou aquisicdo de novos, aquando do contacto dessas
bactérias com outras, quer no meio ambiente, quer no organismo. Os isolados das fezes dos
proprietarios sdo os mais distantes a nivel de proximidade clonal, tendo-se isolado na
proprietaria uma estirpe completamente diferente dos outros isolados (68,9%), como ja era
previsivel pela analise do seu fendtipo de resisténcia. Nao tendo sido isolada nenhuma estirpe
com fendtipo equivalente ao da estirpe recolhida nos outros hospedeiros, permite-nos
pressupor que este elemento do agregado n&o adquiriu o clone bacteriano de E.coli em
questdo. Relativamente ao proprietario, ainda se pode considerar que este também partilha do

mesmo clone verificado nos outros locais.

Para se avaliar a eficiéncia do ERIC PCR os mesmos isolados foram amplificados por
esta técnica (Figura 19). Apesar de se verificar uma semelhanca de 94% a 100% entre varios
conjuntos de isolados, entre a totalidade apenas se verifica uma igualdade de 81,2% em vez
dos 92,6% que se verifica no PFGE. Observando o gel a “olho nu” verifica-se a igualdade
entre as amostras, no entanto, como ja foi referido, devido as reacdes terem sido feitas em
alturas diferentes e corridas em dois géis de electroforese separados, sdo variantes que
provocam diferencas que séo consideradas como divergéncias entre os isolados, pelo software

de analise dos padrdes de bandas.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

estudo da partilha de clones bacterianos entre animais de companhia e coabitantes humanos.
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Figura 19 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da reacdo de ERIC PCR.
Dendrograma e percentagens de similaridade obtidos com base no agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente
de Dice. A vermelho estdo realcados alguns conjuntos de isolados com similaridades superiores a 94%.
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Para a andlise de quatro conjuntos de isolados de Enterococcus organizados com base
em quatro fenotipos de resisténcias que foram verificados (Quadro XV) em diferentes locais,
procedeu-se inicialmente a caracterizacdo da espécie. Foram verificados que todos os isolados
eram pertencentes a espécie E. faecalis. Procedeu-se de seguida & tipagem por ERIC PCR

tendo-se obtido os seguintes padrdes de bandas (Figura 20).

Quadro XV - Distin¢do de quatro fendtipos de resisténcia. Cada fen6tipo corresponde a um grupo de isolados de
Enterococcus com variadas origens dentro do agregado E. (ver lista de abreviaturas na pagina xi)

Isolados Fendtipos de resisténcia

1° fenotipo AZM, CN, CIP, E, QD, RD ,TE
2° fenotipo AZM, E, RD,TE
3° fenotipo AZM, E, QD, RD, TE

4° fendtipo QD, RD, TE,
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Figura 20 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da reacdo de ERIC PCR do
conjunto de isolados que apresentam o primeiro fenétipo. Dendrograma e percentagens de similaridade obtidos
com base no agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente de Dice.

Da analise deste primeiro conjunto de isolados podemos verificar que apresentam um padrao
de bandas muito semelhante, apresentando todos uma proximidade clonal (94,4% de
similaridade), verificando-se assim, a partilha deste clone entre os diferentes membros do
agregado e diversos locais do ambiente doméstico. Embora ndo se podendo concluir nada
sobre a origem deste clone bacteriano pode-se inferir que possivelmente tera sido disseminado
das fezes do cd@o, que foi 0 membro que a mais terapias antimicrobianas foi sujeito,

justificando o fendtipo de resisténcias deste clone.
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Figura 21 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos da reacéo
conjuntos de isolados de Enterococcus pertencentes ao 2°,3° e 4° fen6tipos. Dendrograma e percentagens ge
similaridade obtidos com base no agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente de Dice.

Embora com menor prevaléncia do que o 1° fendtipo, a analise dos dendrogramas dos
restantes isolados (Figura 21) demonstram que existe igualmente uma disseminacdo entre
diferentes membros e espacos do habitat. Ao contrario do verificado com as estirpes de E.coli,
verificou-se uma partilha de clones bacterianos de Enterococcus faecalis (fen6tipo um e dois)
entre as fezes dos animais do agregado e a sua proprietaria. Tendo esta proprietaria menos
contacto com o animal, e ndo podendo por de parte outros meios de transferéncia bacteriana
(cadeia alimentar, contacto sexual, entre outros), e considerando que 0s enterococos
apresentam grande capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente (Fisher & Phillips, 2009), é
uma possibilidade a aquisicdo destas estirpes por contacto com superficies do ambiente

domeéstico, uma vez que foram encontradas em varias superficies e objetos de sua casa.
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Figura 22 - Padrdo de bandas obtido na corrida de electroforese dos produtos resultantes da reacdo de ERIC
PCR com os isolados recolhidos dos varios locais de amostragem dos quatro conjuntos de fenétipos de
Enterococcus faecalis. Dendrograma obtido com base no agrupamento UPGMA e célculo do coeficiente de
Dice. A vermelho estéo real¢ados os conjuntos de isolados com similaridade igual ou superior a 94%.
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Selecionando todos os isolados dos quatro fenotipos de resisténcias e analisando em
conjunto (Figura 22) com o objetivo de verificar uma possivel relacdo clonal entre os isolados
separados por diferentes fen6tipos de resisténcias a antimicrobianos, observa-se a formacgéo de
grupos de proximidade clonal (clusters de similaridade superior a 94%) apenas entre 0s
isolados com iguais fenotipos. Podemos assim depreender que a divisao de isolados com base
no seu perfil de suscetibilidades microbianas é, numa primeira fase, um bom critério de

selecdo, para este tipo de estudos.
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Capitulo IV — Concluséo

Relativamente ao primeiro trabalho de investigacdo, de um conjunto de isolados de E.
coli recolhidos por zaragatoas fecais em cem animais de companhia aleatoriamente
selecionados, que por motivo de doenca ou consulta de rotina, passaram pelas instalacfes do
hospital veterinario UPVET, verificamos que foi possivel o isolamento de pelo menos
quarenta estirpes multirresistentes e produtoras de ESBL. A observacdo do seu perfil de
resisténcia é alarmante pois demonstra a pressdo seletiva que esta a ocorrer na microbiota
destes animais, eventualmente devido a utilizacdo de antimicrobianos em larga escala. Em
Portugal existe uma vasta selecdo de quinolonas para uso veterinario e, apesar de a Unica
cefalosporina de largo espectro autorizada para o0 uso em cées e gatos ser a cefovecina, as
cefalosporinas vendidas para uso na medicina humana sdo muitas mais, podendo ser
adquiridas em farmécias, o que torna possivel o seu uso ndo controlado na pratica da clinica
veterinaria. A utilizacdo indevida das sobras de tratamentos antimicrobianos anteriores, por
decisdo dos proprietarios, também pode contribuir para a diminuicdo da eficacia de terapias
futuras contribuindo para o desenvolvimento de resisténcias bacterianas. A utilizagdo de
cefaslosporinas de 3?2 e 42 geragdo em animais de producdo, pode também levar a transferéncia
de resisténcias através da cadeia de alimentacdo, outra das diversas vias potencialmente
responsaveis pela emergéncia de resisténcias antimicrobianas em animais. Do mesmo modo,
tendo em conta que a amostragem foi ao acaso, muitos animais podiam ser saudaveis e ter
adquirido maltiplas resisténcias por transferéncia horizontal através de elementos genéticos
moveis, aquando do contacto com outras bactérias através do meio ambiente, hospitalar, ou no
contacto com outros animais e humanos a efetuar terapias com antibioticos, cujas bactérias
podem ndo ter colonizado o animal, mas permaneceram transitoriamente o tempo suficiente
para a transferéncia de genes que conferem caracteristicas de resisténcia a diversos
antibidticos. A elevada resisténcia a alguns antibidticos, como o acido nalidixico, pode ser
explicada pelo uso frequente deste grupo de antimicrobianos no tratamento de infecdes do
trato urinario e de pele provocadas por bactérias gram-negativo, e ainda a ampicilina, que faz
parte da classe de antibidticos mais utilizada em variados tipos de infe¢des. E importante

relembrar também que a presenca de resisténcias as quinolonas esta associada a presenca de
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outras resisténcias, pois estdo integradas numa bateria de genes. Este trabalho tinha como um
dos objetivos a caracterizacdo molecular dos genes que possam estar a conferir resisténcias a
duas classes de antibiodticos, os B-lactdmicos e as quinolonas. A escolha destas duas classes de
antibioticos é devida a verificagdo de resisténcia em quase todos os isolados, e também por
estarem entre os antibioticos mais prescritos e ainda por geneticamente ser das resisténcias
mais estudadas, podendo-se encontrar rapidamente na bibliografia uma continua descoberta de
variantes dos genes quer cromossomais, quer mediados por plasmideos, que séo
principalmente responséveis por codificarem enzimas que degradam facilmente antibidticos
ou por originarem alteragdes nos alvos de a¢do dos antimicrobianos. Ainda foi verificado que
0s genes de resisténcia destas duas classes de antibidticos podem ser transferidos em conjunto,
pois encontram-se frequentemente associados aos genes de -lactamases, genes bla (Colodner,
2005). Relativamente a resisténcia aos B-lactamicos e pela analise de um trabalho de revisédo
que demonstra uma compilacdo de resultados obtidos por diversos autores, na pesquisa de -
lactamases em cdes e gatos € possivel verificar que algumas [-lactamases séao
predominantemente encontradas em diversos paises, como Portugal, sendo uma dessas [-
lactmases a CTX-M-1. Resumidamente, em Portugal foram ainda verificadas em grande
percentagem de isolados, as enzimas CTX-M-15, CMY-2 e TEM-52 (Ewers Christa , Grobbel
Mirjam , Bethe Astrid & Sebastian, 2011). A constatacdo em sete isolados da presenca da
enzima CTX-M-15, a B-lactamase com mais expansdo mundialmente e muito encontrada nos
humanos, mas também ja presente em isolados bacterianos recolhidos de animais de
companhia, realca também a possibilidade de transmissdo inter-espécie de estirpes
multirresistentes e genes de resisténcia. No entanto, as informacgdes disponiveis sobre -
lactamases de largo espectro em animais de estimacdo sdo limitadas, pelo que ndo sdo
suficientes para fornecer uma boa ideia de quais as B-lactamases que se estdo a expandir, pelo
que todas as vigilancias epidemiol6gicas em animais de companhia sdo necessarias, de modo a
se poder estimar o problema associado a estas resisténcias. As B-lactamases identificadas nos
quarenta isolados deste trabalho vao de encontro aos grupos encontrados na bibliografia,
sendo que este trabalho ainda se encontra em conclusdo pelo que a sequenciacdo dos
respetivos genes ird permitir classificar os subgrupos dessas enzimas, assim com observar a
presenca de novas mutagdes. Estes resultados, quando concluidos, irdo fornecer dados

importantes relativos ao distrito do Porto, tendo em conta que estudos das prevaléncias de
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genes de resisténcia em E.coli e sua variacdo de acordo com a distribui¢do geografica, ainda
sdo estudos relativamente escassos (Carattoli et al., 2005; Costa et al., 2008; Gandolfi-
Decristophoris et al., 2013). Relativamente a resisténcia as quinolonas constatou-se a sua
associacdo com mutacdes pontuais nos genes cromossomais gyrA e parC, codificantes da
subunidade A da DNA girase e topoisomerase IV respetivamente. Estas mutacdes sdo em
principio adquiridas verticalmente estando relacionadas por uma linhagem filogenética.
Apenas em trés situacOes se verificou um determinante de resisténcia mediado por plasmideo
(gnrS) que pode ser transmitido horizontalmente entre diferentes populagdes bacterianas.
Determinou-se ainda a relacdo filogenética das quarenta estirpes por obtencéo do seu filogrupo
através da amplificacdo de trés genes que Clermont e colaboradores observaram que a
conjugacdo da sua presenca ou auséncia, era caracteristica e permitia distincdo dos quatro
filogrupos. Observou-se uma prevaléncia do filogrupos A (47,5%) seguido do grupo D
(25,0%) e menos verificados foram os grupos Bl (17,5%) e B2 (10,0%). A elevada
percentagem do grupo reportado como menos virulento (A) faz acreditar que a maioria destes
isolados é comensal. Estirpes pertencentes ao grupo B2, normalmente associadas a problemas
extraintestinais, foram verificadas como apresentando o menor numero de resisténcias, ao
contrario de alguns trabalhos de outros autores que muitas vezes demonstram que 0 grupo
filogenético B2 é o mais associado a multiplas resisténcias (Clermont et al., 2000). No entanto,
em varios outros trabalhos recentes, tem sido observada uma deslocacéo filogenética do grupo
B2 para os grupos menos virulentos A (maioritariamente), B1 e D, ao mesmo tempo essa
mudanga é acompanhada de um aumento da multirresisténcia a antimicrobianos, tanto em
E.coli isoladas em ITU (Moreno et al., 2006; Rijavec et al., 2006; Skurnik et al., 2005), como
feridas cirargicas (Saeed et al., 2009). Assim uma mudanca para o filogrupos A pode ser
observada e relacionada com um aumento do perfil de multirresisténcias. Alguns trabalhos em
E. coli reportam também que integrGes parecem estar menos frequentes no filogrupos B2
(Skurnik et al., 2005). Esta elevada prevaléncia de resisténcias em isolados fecais de animais
de companhia, juntamente com o contacto cada vez mais préximo que é verificado dos
proprietarios para com 0s seus animais, alerta para o facto de poder haver transferéncia
bacteriana entre as duas especies (animais e humanos) o que pde em causa terapias futuras,
pois em ambas as espécies aumenta o risco de presenca de resisténcias a antimicrobianos sem

terem sido submetidos a terapias com antibi6ticos. Para o estudo da partilha de clones
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bacterianos, é apresentada nesta dissertacdo outra colaboragdo num trabalho com isolados
bacterianos em agregados familiares constituidos por animais de companhia e humanos, e se
possivel, analise do respetivo ambiente doméstico. Pretendeu-se assim avaliar se animais e
seus proprietarios, dentro de um mesmo espaco habitacional, apresentavam estirpes de E.coli e
Enterococcus fecais partilhados, apresentando perfis de PFGE e ERIC e suscetibilidades
iguais ou semelhantes. Foram analisados cinco agregados familiares, selecionados com base
no animal de estimacdo apresentar varias terapias antimicrobianas pregressas devido a
infecdes recorrentes, dos quais a recolha de amostras de fezes, urina, pelo, secre¢do da mucosa
oral, fezes dos proprietérios e ainda zaragatoas das suas méos e de objetos domeésticos, ja tinha
sido realizada e analisados os fendtipos de resisténcia, permitindo assim a observacdo de
varios fenotipos de multirresisténcia e o agrupamento de varios isolados que a primeira vista
pareciam ser semelhantes, e, possivelmente derivados de um mesmo clone bacteriano, embora
origindrios em diferentes hospedeiros. Com alguns isolados representantes dos varios
fendtipos e locais de recolha partiu-se para a tipagem genética por ERIC PCR ou PFGE, que
permitiu confirmar que muitos dos isolados presentes na boca e fezes dos animais, se
encontravam partilhados com os seus proprietarios, estando presentes frequentemente nas suas
maos e fezes, podendo esta transferéncia ter ocorrido diretamente ou ainda traves da partilha
de um mesmo espago e objetos comuns como brinquedos, tacas de alimentagdo, chao,
corrimdos, portas e puxadores, nos quais foi observada uma disseminacdo dessas estirpes , que
apresentam assim capacidade de sobreviver no ambiente (onde, como esperado, a maioria
desses isolados pertencia ao grupo A). Foram verificadas também a presenca de estirpes do
filogrupo D, sendo apenas encontradas em fezes, mucosa oral e pele/pelo do animal. Esta
partilha de clones foi também verificada relativamente aos enterococos, sendo os isolados
obtidos pertencentes a espécie E. faecalis. Esta transferéncia de enterococos com varias
resisténcias é igualmente eficaz entre varios objetos , animais e humanos. As varias relacdes
de proximidade clonal foram analisadas tendo em conta o cutoff de 94% frequentemente
observado em trabalhos similares ( Johnson & Clabots, 2006; Johnson et al., 2008; Stenske et
al., 2009), que correspondem a diferengas de até trés bandas no padrdo obtido por
electroforese. Com base na analise dos inquéritos efetuados aos proprietarios, foi possivel
associar alguns comportamentos basicos a transferéncia e disseminacdo de clones bacterianos,

no entanto a dire¢do da transmissdo é sempre muito dificil de avaliar, podendo ocorre ambos
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0s sentidos. Verificou-se que as pessoas com quem sdo partilhadas estirpes bacterianas séo os
proprietarios que mais contacto ttm com o animal. A coprofagia e lambedura peri-genital
também podem ser responsaveis pela disseminacdo de estirpes fecais para a mucosa oral e
posteriormente por lambidelas, transferéncia para o seu pelo, assim como para a pele e maos
dos seus proprietarios. A partilha de utensilios pelos mesmos animais de um agregado familiar
também pode ser responsavel pela aquisicdo de estirpes bacterianas multirresistentes de outros
animais que possam estar sujeitos a maultiplas terapias antimicrobianas. Estas sdo apenas
hipGteses que ndo foram validadas estatisticamente. No entanto, ndo se pode excluir, que nos
animais cuja alimentacdo € em parte a mesma que a dos proprietarios, que a via alimentar
possa ser responsavel por disseminar antibiorresisténcias, quer por colonizacdo do trato
intestinal de bactérias presentes nos alimentos, ou caso as bactérias ndo apresentem essa
capacidade, por transmissdo de elementos genéticos, verificando-se assim partilha de clones
bacterianos iguais entre humanos e animais que convivem. Essa varidvel pode ser introduzida
em estudos futuros. Nao se pode igualmente por totalmente de parte a transferéncia bacteriana
no sentido humano-animal, pois mesmo que estes ndo tenham feito terapias antimicrobianas,
podem sempre ter adquirido estirpes bacterianas dentro ou fora do contexto familiar,
transportando-as posteriormente para este. No entanto na maioria das vezes podemos
relacionar o fendtipo apresentado pelas estirpes partilhadas, com a terapia antimicrobiana
pregressa do animal. Também se pode concluir, como esperado, que 0s animais que mais
tratamentos com antibidticos realizaram, sdo os portadores mais frequentes de estirpes

multirresistentes.

As duas técnicas de tipagem utilizadas neste trabalho poderdo também ser avaliadas,
concluindo-se que o PFGE apresenta maior reprodutibilidade e precisdo, gerando um grande
namero de fragmentos de DNA, representando uma grande porcdo do genoma bacteriano,
ideal para a comparacdo de um padréo de bandas entre estirpes. ERIC PCR permitiu também a
discriminacdo entre estirpes, quer em bactérias gram-negativo como gram-positivo, apontando
no mesmo sentido e conclusdes do PFGE, no entanto com um nimero de bandas inferiores e
sendo mais influenciado pela variabilidade inter-experiencias (experiéncias e corridas
diferentes), relacionando os diferentes isolados por clusters com similaridades mais afastadas.
Ao longo deste trabalho foi também verificado um problema na tipagem de algumas estirpes

por PFGE cuja corrida em electroforese se revelava sempre como um borréo, correspondente
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ao DNA degradado. Algumas alteracbes como o aumento da concentracdo de proteinase K
bem como a adicdo de tiourea ao gel e buffer de corrida permitiram a digestdo eficaz com a
enzima de restricdo e visualizacdo do padrédo de bandas resultante. No entanto continuou a ser
das corridas de electroforese onde a distingdo de bandas € menos percetivel, pelo que se
poderia testar 0 aumento do tempo de incubacdo com proteinase K para mais que overnight de
modo aumentar 0 tempo para a sua acdo, mudando a solucdo de lavagem diariamente. A
degradacdo do DNA podia ainda ser prevenida pela utilizacdo de buffer HEPES em vez de
TBE (Koort et al., 2002).

Ambos os trabalhos alertam para a necessidade de cuidados redobrados quando em
contacto com animais e humanos a efetuar terapias com antimicrobianos. Alertam ainda para a
necessidade de estes serem utilizados prudentemente, seguindo as guias de prescricdo de
antimicrobianos, sendo preceituados apenas em situacdes necessarias, € com 0 espectro
adequado, verificado apds realizacdo de testes de analise e identificacdo da espécie em questdo
e da sua suscetibilidade antimicrobiana. Se esses cuidados devem ser tidos em especial
atencdo na medicina humana, pois ja foram verificados varios casos de mortalidade, devem
também ser tidos na medicina veterinaria pois cada vez mais se observa uma pressao seletiva
na flora microbiana destes animais, que apresentam também uma grande facilidade em
transferir as suas bactérias para outros animais e até humanos e ainda pelo ambiente em que se
encontram, facilitando a sua disseminacdo. A vigilancia e monitorizacdo de bactérias
produtoras de ESBL, e da utilizacdo de diferentes agentes antimicrobianos, deve-se, assim,
focar ndo s6 em animais de consumo, mas também em animais de companhia, que, em
pequena escala ja é tida em conta em alguns programas como os levados a cabo na Dinamarca
(DANMAP), Alemanha (GERM-Vet), e Suécia (SVARM). Ao mesmo tempo, e tal como 0s
protocolos ja implementados na clinica em humanos, cuidados de higiene, sistemas de
controlo e prevencdo de infecOes, devem ser adaptados também as clinicas veterinérias
(Ewers, Grobbel , Bethe & Sebastian, 2011).
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Perspetivas futuras

Para trabalhos futuros é pretendido o aumento do nimero de isolados fecais tanto de
cdes como gatos, para se poder estudar em maior escala a prevaléncia da presenca de alguns
genes de resisténcias aos B-lactdmicos e quinolonas em animais de companhia, assim como
alargar a pesquisa de genes a outros grupos antimicrobianos, cujas resisténcias também sédo
muito verificadas, como os aminoglicosideos, as tetraciclinas, fenicois, glicopéptidos e

trimetoprim-sulfa.

Poder-se-a ainda, aumentar o nimero de agregados familiares de modo a obter mais
casos representativos da transferéncia clonal entre diferentes espécies e disseminacdo para
espacos domesticos, assim como incluir outras varidveis e aprofundar o estudo cruzando
resultados com dados dos inquéritos, efetuando para isso uma analise estatistica. Pretende-se
também futuramente proceder a caracterizacdo molecular dos genes que conferem resisténcias
aos B-lactdmicos e as quinolonas nesses isolados, pois irdo conferir informacdes relevantes
para a confirmacdo e discussdo da disseminacdo de clones bacterianos nos diferentes
agregados e respetivas consequéncias.

Pretende-se ainda otimizar a técnica de PFGE para Enterococcus spp. de modo a obter
conclusbes mais precisas sobre a sua disseminacdo, ja que também revela ser uma espécie
ubiqua e com grande capacidade de disseminacdo e sobrevivéncia no ambiente. Assim como
testar outras condi¢Ges que permitam uma melhor digestéo e visualizacdo dos perfis de PFGE,

das amostras que se revelam inicialmente ndo tipaveis.
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ANexos

Anexo 1- Esquema de classificagdo de B-lactamases segundo dois autores (adaptado de www.medscape.com).

Classificacdo p-lactamases Aminoé&cido Exemplos Inibidores

Ambler

. . TEM-1, SHV, KPC, Acido
Penicilinases Serina CTX-M, SME-1 clavulanico
Metalo-B-lactamases Zinco IMP1,, VIM-1 EDTA
Cefalosporinases Serina AmpC -
Oxacilinases Serina OXA-1 U 62

sodio

AmpC

Cefalosporinases

Penicilinases PC1
Penicilinases de largo
espectro TEM-1, SHV-1
B-lactamases de largo TEM-10, SHV-2,
espectro (ESBL) CTX-M-type
Resistentes a inibidores VB, IRUS, H-
30,31
Hidrolizam Carbenicilina PSE-1
Hidrolizam Oxacilina OXA-1to 11, PSE-2
Cefalosporinases FEC-1
Carbapenemases KPC-1, KPC-2, SME-1
Metalo-pB-lactamases IMP-1, VIM-1, SPM-1

Outros
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Anexo 2 — Exemplos de B-lactamases e sua distribuigdo segundo o grupo funcional. Nimero de variantes de

enzimas descritas até 2010 (adaptado de Karen Bush & Jacoby, 2010).

Familia Enzimatica Grupo ou subgrupo N° de enzimas | Enzimas representativas
funcional
50

CcMY 1, 1e

2b

2be

2br

2ber

2b, 2be, 2br
2b

2be

2br

2be

2be

2be

2f

2f

2f

2d,2de, 2df
2d

2de

2df

3a

w
fsi)

(0). -

w
<)

2b, 2be, 2br, 2ber

172

12

79

36

9

127

30

37

90

48

26

23

122

CMY-1aCMY-50

TEM-1, TEM-2, TEM-13
TEM-3, TEM-10, TEM-26
TEM-30 (IRT-2), TEM-31 (IRT-1), TEM-163

TEM-50 (CMT-1), TEM-158 (CMT-9)

SHV-1, SHV-11, SHV-89

SHV-2, SHV-3, SHV-115

SHV-10, SHV-72

CTX-M1, CTX-M-44 (Toho-1) até CTX-M-92
PER-1 a PER-5

VEB-1 a VEB-7

GES-2 a GES-7 (IBC.1) a GES-15

KPC-2 a KPC-10

SME-1, SME-2, SME-3

OXA-1, OXA-2, OXA-10

OXA-11, OXA-14, OXA-15
OXA-23 (ARI-1), OXA-51, OXA-58
IMP-1 a IMP-26

VIM-1 a VIM-23

IND-1, IND-2, IND-23, IND-3 a IND-7



