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RESUMO

SILVA, K. C. da. Monitoramento dos mecanismos de resisténcia em Salmonella spp. e
Escherichia coli isoladas de animais de producdo agropecuéria e alimentos derivados.
2011. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

Enterobactérias sd@o importantes agentes de infeccbes humanas e veterinarias, de origem
zoondtica, alimentar ou nosocomial. Salmonella é uma causa comum de gastroenterite
associadas a surtos de origem alimentar. Escherichia coli integra a microbiota residente do
intestino de diferentes espécies animais, podendo produzir infeccdes intestinais e extra-
intestinais. Para ambos agentes, a antibioticoterapia tem sido uma pratica comum que tem
contribuido para um progndstico favoravel. Assim, a emergéncia de fendtipos resistentes,
tanto na clinica humana e veterindria quanto na agropecuaria, constitui uma urgéncia
epidemioldgica. O objetivo do presente trabalho foi monitorar os mecanismos de resisténcia
em amostras de Salmonella spp. e E. coli isoladas de animais de producdo agropecuéria (aves
e suinos) e fontes relacionadas, com énfase na caracterizacdo da producédo de beta-lactamases
e resisténcia a fluoroquinolonas de origem plasmidial. De 2005-2010, isolados de E. coli e
Salmonella foram recuperados de diferentes granjas no Brasil. Os testes de suscetibilidade e
determinacdo da CIM foram realizados de acordo com os padrdes estabelecidos pelo CLSI
(2009). Fenodtipos de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC foram
detectados por métodos fenotipicos, sendo confirmados pela pesquisa dos genes blagsg, €
blaampc por PCR. A determinagdo dos grupos filogenéticos de E. coli e a pesquisa de
integrons classe 1 e outros genes de resisténcia também foram realizadas por PCR. A
avaliacdo da clonalidade foi realizada por ERIC-PCR (E. coli) ou PFGE (Salmonella spp.).
Do total de 143 amostras de Salmonella spp., 9% (3 S. Thyphimurium, 7 S. Schwarzengrund e
2 S. Agona) eram resistentes a cefolosporinas de amplo espectro pela produgéo de ESBL do
tipo CTX-M-2, prevalecendo dois clusters disseminados clonalmente no ciclo de produgéo
avicola. Em E. coli, a resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro foi associada com a
presenca do gene blactx-m-2 (N=24), blacmy-2 (n=2) e blactx-m-15 (=1, novo ST, complexo
clonal 206), ndo existindo relagdo clonal no ciclo de producdo suina. Genes codificando
ESBLs do tipo CTX-M foram transferidos para a cepa E. coli Top 10, sendo associados a
presenca de plasmideos de aproximadamente 24 Kb. Em 5 amostras de E. coli (suinos)

resistentes a fluoroquinolonas foi confirmada a presenca de genes do tipo gnr, os quais foram



co-transferidos juntamente com genes blactx-m/icmy-2 para E. coli Top 10. Dentre as E. coli
produtoras de CTX-M-2, 46% e 29% dos isolados pertenciam aos grupos de baixa viruléncia
B1 e D, respectivamente. Por outro lado, 25% pertenciam ao grupo D, altamente virulento. A
cepa produtora de CTX-M-15 pertencia ao grupo de alta viruléncia B2, associado a infec¢des
extra-intestinais. A aquisicédo e disseminacdo de genes conferindo resisténcias a cefaloporinas
de amplo espectro e quinolonas, em isolados de origem animal, pode ter impacto em saude
publica uma vez que os produtos derivados podem constituir uma fonte potencial para a
mobilizacdo de genes de resisténcia e/ou disseminacdo de bactérias multirresistentes,
demandando estratégias adequadas a fim de fornecer produtos com seguranca e qualidade ao

consumidor.

Palavras chave: Ceftiofur. Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). AmpC.

Resisténcia bacteriana. Enterobacteriaceae. Fluoroquinolonas.



ABSTRACT

SILVA, K. C. da. Antimicrobial Resistance Surveillance of Salmonella spp. and
Escherichia coli isolated from food-producing animals and related products. 2011. 84 p.
Masters Thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2011.

Enterobacteriaceae are important agents of infection to human and animals, being associated
with zoonotic, food-borne and nosocomial diseases. Salmonella spp. is a major cause of
bacterial gastroenteritis most often related to foodborne outbreaks. Escherichia coli colonize
the gastrointestinal tract of different animal species, producing intestinal and extra-intestinal
infections. For both bacterial agents, antibiotic therapy has contributed to favorable outcomes.
Thus, the emergence of drug-resistant phenotypes in human and veterinary medicine, and in
the animal husbandry has epidemiological significance. The aim of this study was to
investigate the resistance mechanisms of Salmonella and E. coli strains isolated from food-
producing animals (poultry and swine) and related sources, with emphasis on beta-lactamase
production and plasmid-mediated fluoroquinolone resistance. From 2005-2010, E. coli and
Salmonella strains were recovered from farms in Brazil. Susceptibility profiles and MIC
determinations were performed in accordance with CLSI (2009). Extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL) and AmpC phenotypes were detected by using phenotypic methods, which
were confirmed by PCR screening of blagsg. and blaampc genes. Phylogenetic groups of E.
coli, class 1 integrons and further antimicrobial resistance genes were also screened by PCR.
Finally, the clonal relationship was evaluated by ERIC-PCR (E. coli) and PFGE (Salmonella
spp.). Among 143 Salmonella spp. strains, 9% strains (3 S. Thyphimurium, 7 S.
Schwarzengrund and 2 S. Agona) exhibited resistance to extended-spectrum cephalosporins,
which was associated to the presence of the blactx-.m-2 gene. These strains were clonally
related being grouped in two major clusters. On the other hand, resistance to extended-
spectrum cephalosporins among clonally unrelated E. coli strains from swine was associated
to the presence of blactx-m-2 (n=24), blacmy-2 (n=2) and blactx-m-15 (=1, a new ST belonging
to the clonal complex 206) genes. CTX-M-like ESBL-encoding genes were successfully
transformed into E. coli Topl0 recipient strain, being associated with the presence of 24Kb-
size plasmids. Five E. coli strains (from swine) resistant to fluoroquinolones carried gnr
genes, which were co-transferred along with blacrtx-micmy-2-like genes into E. coli Top 10.
Forty-six and 29% CTX-M-2-producing E. coli strains belonged to low-virulence

phylogroups Bl and D, respectively. On the other hand, 25% strains belonged to high-



virulence phylogroup D. The CTX-M-15-producing E. coli belonged to the high-virulence
phylogenetic group B2, associated to extra-intestinal infections. Acquisition and spread of
genes conferring resistance to extended-spectrum cephalosporins and fluorogquinolones among
Salmonella spp. and E. coli strains from food-producing animals is worrisome and it should
be considered a public health issue, since related products can constitute a potential source of
antimicrobial resistance genes and/or multi-drug resistant bacteria, requiring adequate

strategies to offer safe and quality products.

Key Words: Ceftiofur. Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL). AmpC. Antimicrobial

resistance. Enterobacteriaceae. Fluoroguinolones.



1 INTRODUCAO

O agronegacio é fundamental para a economia do Brasil, pois representa cerca de um
terco do PIB nacional, contribuindo significativamente para as exportacbes de commodities e
produtos agro-industriais (Confederacdo de Agricultura e Agropecuéria do Brasil). O caminho
do Brasil na busca da lideranca mundial no agronegdcio e consolidacdo dessa atividade
depende da ampliacdo de sua competéncia para atuar de modo eficiente no controle das
cadeias de producdo agropecudria, de modo a garantir a qualidade e a seguranca dos produtos
e das cadeias de producgdo. O abuso no uso de antimicrobianos tem contribuido com a selecéo
de resisténcia em diversas espécies bacterianas. Por outro lado, a resisténcia bacteriana em
patdgenos entéricos de origem alimentar tem sido inevitavel, sendo uma conseqiiéncia direta
do uso de antimicrobianos em animais produtores de alimentos. Assim, 0 monitormento
fenotipico e genotipico da resisténcia bacteriana aos antibidticos em enteropatdgenos isolados
de animais de criacdo agropecudria e alimentos derivados é de importancia para a protecao da
salde humana e animal e pode auxiliar no estabelecimento de parametros mais rigidos quanto
ao uso de aditivos nas racGes animais como também o uso de antimicrobianos para outras

finalidades (preventiva e curativa).

1.1 Salmonella: veiculacdo em alimentos e resisténcia bacteriana

Dentre a familia Enterobacteriaceae, Salmonella spp. tem assumido importancia
epidemioldgica devido ao grande numero de surtos e infecgOes relacionadas ao consumo de
agua e alimentos contaminados (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006; BRASIL, 2009;
CENTER FOR DISEASE CONTROL, 2010; PERESI et al., 1998). Além disso, a
emergéncia de fenotipos resistentes a antimicrobianos de uso clinico e veterinario tem se
tornado um grave problema de saude publica (ANTUNES; MACHADO; PEIXE, 2006;
CALIXTO et al., 2002; CHEN et al., 2004; ETHELBERG et al., 2005; HELMS et al., 2002;
OLIVEIR; BRANDELL; TONDO, 2006).

Taxonomicamente, 0 esquema atual de classificagdo de Salmonella spp. divide 0 género em
duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, essa Gltima subdividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (POPOFF;



BOCKEMUHUL,; GHEESLING, 2004; POPOFF e MINOR, 2005). No entanto, as

salmonelas tem sido comumente reportadas de acordo com a caracterizacdo dos sorotipos.

A sorotipagem baseia-se na variagdo antigénica dos antigenos somaticos (antigeno O)
e flagelares (antigeno H), sendo descritos 2501 sorotipos até o ano de 2004, em sua maioria
pertencentes a Salmonella enterica subespécie enterica. Dessa maneira, Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Enteritidis tem sido denominada apenas como Salmonella
Enteritidis, omitindo-se o tdxon referente a espécie e subespécie (BRENNER et al., 2000).

Alguns sorotipos sdo hospedeiro-especifico, tais como Salmonella Typhi e Paratyphi
em primatas; Salmonella Dublin em gado e Salmonella Choleraesuis em suinos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010), porém, a maioria tem como reservatorio uma ampla
variedade de espécies animais e podem ser transmitidas ao homem, causando doenca de
origem zoonotica (TRABULSI et al., 2008; WHO, 2010). Nesse sentido, Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium constituem os sorotipos mais frequentemente
relacionados a salmonelose humana (CORTEZ et al., 2006; GLYINN et al., 1998; HUEHN et
al., 2010; VAZ et al., 2000).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide as patologias causadas pelo género
Salmonella em dois grupos. O primeiro grupo inclui a febre tifoide e as febres entéricas,
causadas por Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi (A, B e C), respectivamente. Ja o
segundo grupo constitui doencas causadas pelas salmonelas néo tiféides, ou seja, enterocolites
ou salmoneloses (INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATION FOR FOODS, 2000; TRABULSI et al., 2008). A febre tiféide é uma
infeccdo grave cujos sintomas incluem septicemia, febre alta, diarréia, vomitos e cefaléia,
podendo levar a 6bito (SHINOHARA et al., 2008; MURRAY et al., 2010). Na febre entérica
0s sintomas sdo mais brandos, podendo evoluir para septicemia. Ja as infec¢des causadas por
salmonelas ndo-tiféides sdo geralmente autolimitadas e ndo requerem antibioticoterapia. Por
outro lado, infec¢Bes extraintestinais, como bacteremias e meningites, podem acometer
grupos mais sensiveis da populacdo, tais como imunocomprometidos, neonatos e idosos,
necessitando de tratamento antimicrobiano (LEE et al., 1994; SIRINAVIN;
CHIEMCHANYA; VORACHIT, 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sirinavin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chiemchanya%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vorachit%20M%22%5BAuthor%5D

Um ponto de importancia epidemioldgica é que os individuos continuam a excretar a
bactéria através das fezes mesmo ap6s o desaparecimento dos sintomas, tornando-se fonte
para veiculacdo continua do patdgeno por via fecal-oral, o que define um estado de portador
assintomatico (SHINOHARA et al., 2008). De qualquer maneira, a ingestdo de alimentos e
agua contaminados é a principal via de transmissdo da bactéria, situando Salmonella ssp.
como o principal agente bacteriano causador de Doenca Transmitida por Alimentos (DTAS)
tanto em paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos (AMSON et al., 2006; BRASIL,
2009; NUNES et al., 2010; WHO, 2010; VALDEZATE et al., 2007).

Nos Estados Unidos, sdo registrados de 800.000 a 4 milhGes de casos de infeccdo por
Salmonella ssp. anualmente, sendo que aproximadamente 580 casos evoluem para ébito
(GLYINN et al., 1998, WHO, 2010). As altas taxas de morbidade sdo acompanhadas de alto
custo em gastos médicos, por exemplo, nos EUA, no ano de 2010, os gastos devido a
salmonelose foram de 2,708,292,046 de ddlares, gastos os quais derivaram de hospitalizacdes,
medicamentos, consultas médicas e outros gastos (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2011).

No Brasil, nem todas as unidades federais dispdem de dados concisos de vigilancia
epidemioldgica quanto a Doengas Transmitidas por Alimentos. Porém, a Secretaria de
Vigilancia em Saude afirma terem ocorrido 1275 surtos por Salmonella no periodo de 1999 a
2008, correspondendo a 42,9% do total de surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos no
pais (BRASIL, 2009). No Rio Grande do Sul, de 99 surtos de DTAs notificados no ano 2000,
74 deles foram ocasionados por Salmonella spp. (NADVORNY; FIGUEIREIDO; SHIMIDT,
2004). Considerando o estado do Parana, no periodo de 1978 até o ano 2000, foram
notificados 404 surtos de DTAs envolvendo Salmonella spp., correspondendo a 33,8% do
total de surtos de DTASs no periodo considerado (AMSON et al., 2006). Apesar dos nimeros
serem altos, é importante salientar que nem sempre é feita a pesquisa para constatacdo do

agente infeccioso, de modo que o nimero de casos de salmonelose ainda é subnotificado.

Embora agua, frutas e verduras contaminadas possam estar envolvidas na transmisséo
de Salmonella spp., e a transmisséo por contato direto seja importante no ambiente hospitalar
(SHINOHARA et al., 2008), alimentos de origem animal séo os principais veiculos do agente
infeccioso, dentre eles ovos, leite, carnes e produtos derivados (CORTEZ, 2006;
NADVORNY; FIGUEIREIDO; SHIMIDT, 2004; RIBEIRO et al., 2007; ROCHA et al.,



2003; SHINOHARA et al., 2008). Nesse sentido, produtos oriundos da cadeia avicola
assumem posicdo de destaque nas toxinfecgOes alimentares causadas por Salmonella spp.
(GOUWS e BROZ, 2000; HERNANDEZ et al., 2002).

A contaminacao do produto final depende das condi¢des de manejo e abate das aves.
No Brasil, tem sido frequente o isolamento de Salmonella spp. em toda a linha de producéo
avicola, desde ovos, pintos de um dia, aves pré-abate, ambiente de producdo, utensilios,
abatedouros e produto final. (CALIXTO et al., 2002; CORTEZ et al., 2006; FERNANDES et
al., 2009; DIAS DE OLIVEIRA et al., 2005; NUNES et al., 2010; MARTINS et al., 2000;
MOREIRA E MORAES, 2002; SANTOS et al., 2000; SILVA e DUARTE, 2002).

Além das caracteristicas de endemicidade, morbidade e especial dificuldade no
controle da disseminacdo de Salmonella spp. que tem preocupado os 6rgdos de vigilancia
sanitaria, o ponto de urgéncia clinica e epidemioldgica tem sido a emergéncia de cepas
resistentes a antibioticos de diversas classes (BERTRAND et al., 2006; FERNANDES et al.,
2009; KIESSLING et al., 2002; MCEWEN e FEDORKA-CRAY, 2002; ORMAN et al.,
2002; PEIRANO et al., 2006; THAKUR et al., 2007; VAZ et al., 2010; MOLBAK et al.,
1999), especialmente pelo risco potencial de infecgdes extraintestinais que acometem grupos
mais sensiveis da populacdo, assim como, a possibilidade de transferéncia de genes de
resisténcia a microbiota residente no intestino (MCEWEN e FEDORKA-CRAY, 2002;
PESSANHA e GONTHIO FILHO, 2001; PHILLIPS et al., 2004).

Dentre os fatores que favorecem a aquisicdo de resisténcia por enterobactérias, destaca-se o
uso constante de antimicrobianos na producdo animal, seja terapéutica e profilaticamente, ou
mesmo como promotores de crescimento (aditivo de racdo) (ARAUJO et al., 2007;
PALERMO NETO; ALMEIDA, 2006; RUTZ; LIMA, 2001; WATERS et al.,, 2011).
Consequentemente, a emergéncia de resisténcia aos antibacterianos em Salmonella spp.
isoladas de carnes e subprodutos tem sido inevitdvel (CHEN et al., 2004; DECHET et al.,
2004; ETHELBERG et al., 2005). De fato, o isolamento de fendtipos multirresistentes (MRS)
tem sido bastante documentado em amostras clinicas e na producéo de alimentos de origem
animal, incluindo o ciclo de produgdo avicola e suina, além de alimentos derivados
(CARRAMINANA et al., 2004; FONSECA et al., 2006; GLYINN et al., 2000; KRAULAND
et al., 2009; SPRICIGO et al., 2008; TESSMANN et al., 2008). Assim, varios surtos de

infeccdo alimentar por fendtipos MRs tém sido relatados na literatura (DECHET et al., 2004;
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ETHELBERG et al., 2005; MCLAUGHLIN et al., 2006; MOLBAK et al., 1999), sendo a
principal preocupagédo a emergéncia de isolados resistentes a cefalosporinas de amplo espectro
e fluoroquinolonas, drogas de escolha no tratamento de salmonelose sistémica (BERTRAND
etal., 2006; GIRAUD et al., 1999).

Como mecanismos de resisténcia, a aquisicdo de genes codificadores de beta-
lactamases, e transferases modificadoras de aminoglicosideos e fenicois tem sido associados a
fendtipos de MR em Salmonella spp. Além disso, a super expressao de bombas de efluxo tem
sido descritas como um mecanismo de resisténcia que reconhece um amplo espectro de

antibioticos independente da sua composicao quimica (Figura 1).

De modo geral, as bombas de efluxo constituem complexos protéicos que formam um
canal pelo qual o antibidtico é expulso para o ambiente externo, diminuindo sua acumulacgéo
no interior da célula bacteriana. Em Salmonella enterica ja foram descritos nove complexos
de bombas de efluxo pertencentes a quatro familias: major facilitator-MF (EmrAB and
MdfA); resistance nodulation division-RND family (AcrAB, AcrD, AcrEF, MdtABC and
MdsAB); multidrug and toxic compound extrusion-MATE (MdtK) e ATP-binding cassette-
ABC (MacAB) (NISHINO; LATIFI; GROISMAN., 2006; HORIYAMA et al., 2010) (Figura
1).
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1.2 Escherichia coli: importancia na cadeia de producéo animal



Uma das maiores dificuldades no manejo da producdo animal é o controle das
infeccOes, responsaveis por inUmeras perdas e aumento do custo de produgdo decorrente da
administracdo de antibidticos. Nesse cendrio, Escherichia coli ocupa posicdo de destaque,
uma vez que coloniza o intestino de diversas espécies animais (QUINN et al., 2005). A
colonizagdo do trato intestinal de mamiferos ocorre logo apds o nascimento e persiste durante
toda a vida, podendo desenvolver-se um estado patolégico com sintomas e progndstico
dependentes do grau de patogenicidade da linhagem de E. coli (pat6tipo) e da pre-disposicédo
do hospedeiro, instaurando-se doencas intestinais e/ou extra-intestinais, tais como, diarréias,
meningite, septicemia, sindrome hemolitica urémica e infec¢bes urinarias.

Sob esse aspecto, E. coli enterotoxigénica (ETEC) é o principal agente bacteriano
associado a diarréia em suinos, especialmente nos periodos neonatal e imediatamente
posterior ao desmame de leitbes (COSTA et al., 2006). A ETEC adere ao epitélio intestinal,
produzindo enterotoxinas que ocasionam um desequilibrio eletrolitico no intestino delgado,
resultando em diarréia secretora (KARCH; MELLMANN; BIELASZEWSKA, 2009;
MARQUARDT et al., 1999).

Em aves, APEC é um termo geral utilizado comumente para designar as linhagens de
E. coli isoladas de colibacilose aviar, podendo ser a causa de inimeros quadros patolégicos,
incluindo infeccdo do trato respiratério, septicemia, sindrome da cabeca inchada e enterites,
sendo responsavel por inimeras perdas econdmicas na producdo avicola (CAMPOS, 2008;
NAKAZATO et al., 2009).

Além de ETEC, sdo descritos outros patotipos de E. coli, os quais variam em fatores
de viruléncia e patogenicidade, sendo eles: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderéncia difusa (DAEC)
e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), que inclui o subgrupo EHEC (E. coli
enterohemorragica) (MURRAY et al., 2010; QUINN et al., 2005). Dentre estas categorias, as
STEC destacam-se devido ao seu potencial zoonotico emergente (BRANDT et al., 2001) e
também pela gravidade do quadro patoldgico causado por esse patotipo, que inclui a sindrome
hemolitica urémica, caracterizada por insuficiéncia renal, anemia hemolitica e
trombocitopenia (BRANDT et al., 2001; MURRAY et al., 2010; KARCH; MELLMANN;
BIELASZEWSKA, 2009).

A andlise filogenética tem demonstrado que as linhagens de E. coli podem ainda ser

agrupadas em quatro principais grupos (A, B1, B2 e D), sendo que a maioria das linhagens



capazes de produzir infeccdo extraintestinal pertencem ao grupo B2 e, em menor escala, ao
grupo D, considerados de alta viruléncia. Por outro lado, linhagens comensais pertencem aos
grupos A e B1, de baixa viruléncia. Assim, para identificar esses diferentes grupos
filogenéticos, Clermont et al. (2000) desenvolveram um método réapido baseado na

identificacdo de trés genes: chuA, yjaA e TspE4.C2 (Figura 2).

B2 or [} 1 or A
ViaA TspE4.C2

[B2]

Figura 2. Esquema utilizado para a determinacgéo dos grupos filogenéticos de E. coli baseado na
amplificacdo dos genes chuA, yjaA e TspE4.C2 proposto por Clermont et al. (2000)

Além de sua importancia na produgdo animal, E. coli € o principal agente associado a
infeccOes do trato urinario de origem nosocomial e comunitéria, de maneira que fendtipos de
E. coli resistentes a antibio6ticos tem sido um fator preocupante saude publica, especialmente
devido a producdo de beta-lactamases e determinantes de resisténcia a quinolonas mediada

por plasmideos.
1.3 Epidemiologia da resisténcia aos antibioticos: fatores clinicos e ambientais
Enteropatogenos sdo comumente veiculados pelo consumo de &agua e alimentos

contaminados. Nesse cenario, os alimentos de origem animal assumem importancia

primordial, especialmente quando a sua preparacdo ndo é feita de maneira adequada. Por



outro lado, o uso indiscriminado de antibiéticos na producdo agropecuéria e na clinica
humana e veterinaria tem contribuido com a emergéncia e disseminacdo de bactérias MRs
com potencial para colonizar o trato intestinal de diversas espécies de animais por diferentes
vias, sendo que no caso de infeccdo enddgena a falha terapéutica é um fator a ser considerado
(Figura 3). Assim, varios paises tem restringido o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento na producdo animal, seja por resguardar a inocuidade dos alimentos, seja pela
pressdo exercida por mercados importadores exigentes. Sob esse ponto de vista, a Europa
baniu o0 uso de antibioticos como promotor de crescimento na producdo animal e tem
monitorado a ocorréncia de fenotipos resistentes em produtos de origem animal importados de
outros continentes (CASEWELL et al., 2003; WARREN et al. , 2008). Com relagdo ao Brasil,
0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento é o érgdo responsavel por padronizar o
uso dos promotores de crescimento na producao animal, restringindo o uso de algumas classes

antimicrobianas (Tabela 1).
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Figura 3. Algumas vias de transmissdo de patégenos ou microbiota entre animais, ecossistemas e
seres humanos. *Administracdo de antibmicrobianos
Fonte: Adaptado de Phillips et al., 2004
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Tabela 1 - Lista dos aditivos proibidos na alimentacdo animal e legislacdo correspondente

Aditivo Legislacao
Avoparcina Of. Circular DFPA N° 047/98
Cloranfenicol e Nitrofuranos Instrucdo Normativa 09, 27/06/2003
Arsenicais e antimoniais Portaria 31, 29/01/2002

Penicilina, tetraciclinas, sulfonamidas sistémicas  Portaria 193, 12/05/1998

Olaquindox Instrucdo Normativa 11, 24/11/2004
Violeta de Genciana Instrucdo Normativa 34, 13/09/2007
Carbadox Instrucdo Normativa 35, 14/11/2005
Anabolizantes para bovinos Instrucdo Normativa 10, 27/04/2001
Hormonios como aditivos alimentar em aves Instrucdo Normativa 17, 18/06/2004

Fonte: BRASIL, 2011.

1.3.1 Resisténcia mediada por Beta-lactamases

A producdo de beta-lactamases constitui o principal mecanismo associado a resisténcia
aos antibioticos beta-lactamicos: penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenens (Figura 4). Essas enzimas sdo diversas em estrutura e preferéncia de substrato e,
diante da multiplicidade de beta-lactamases descritas, existem dois esquemas de classificacao.

N W "
7N She g <

o

" Ser }== OH | Ser

A Ser Je== OH

Figura 4. Mecanismo de hidrdlise de antibidtico beta-lactdmico por ESBL. A enzima associa-
se ndo covalentemente ao anel beta-lactamico. O anel é entdo atacado pela hidroxila
livre do lado do sitio ativo do residuo de serina, resultando na formagdo de um grupo
acil-éster. A hidrdlise finalmente libera a enzima ativa e o antibidtico hidrolisado
inativo, formando-se agua e acido peniciloico. Ser, serina.



O esquema proposto por Bush-Jacoby-Medeiros se baseia na preferéncia de substrato da
enzima e inativacdo frente a inibidores especificos (BUSH, 1995; BUSH e JACOBY, 2010).
Nessa classificacdo, as ESBL pertencem ao grupo 2be (enzimas do tipo TEM, SHV e CTX-
M) ou grupo 2d (ESBL do tipo OXA). Ja o esquema de classificacdo de Ambler considera a
similaridade entre a cadeia de aminoacidos das enzimas, agrupando-as em quatro tipos: A, B,
C e D; de modo que as enzimas do tipo ESBL pertencem a classe A de Ambler, exceto
aquelas da familia OXA, as quais pertencem a classe D. Atualmente, sdo descritas 203
enzimas do tipo OXA, das quais algumas sdo classificadas como ESBL: OXA-11, OXA-14,
OXA-15, OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-34, OXA-35, OXA-36,
OXA-53, OXA-141, OXA-142, OXA-145, OXA-147 e OXA-161 (BUSH e JACOBY, 2011).
De qualquer maneira, as enzimas pertencentes as classes A e D sdo reconhecidas por

possuirem um residuo de serina em seu sitio ativo.

Outro grupo de enzimas com sitio ativo de serina e capazes de hidrolisar cefalosporinas
sdo as beta-lactamases do tipo AmpC, as quais sdo resistentes aos inibidores clavulanato,
sulbactam e tazobactam e, portanto, ndo séo classificadas como ESBL. Essas enzimas podem
ser cromossomais ou plasmidiais, e pertencem ao grupo 1 na classificacdo de Bush-Jacoby-
Medeiros e ao grupo C na classificacdo de Ambler (JACOBY, 2009).

Os meétodos para identificacdo fenotipica de ESBL incluem a utilizacdo de fitas
comerciais de E-test ESBL (AB Biodisk, Solna, Sweden), no qual a queda de pelo menos trés
vezes na Concentracdo Inibitéria Minima do antibidtico quando o mesmo é associado a um
inibidor indica a produgéo de ESBL (FERNANDES et al., 2009; HARADA et al., 2008).
Outro método é o teste de aproximacao de discos (sigla em inglés, DDST), no qual discos de
cefalosporinas sdo colocadas a 30 mm de distancia de disco com inibidor (clavulanato,
tazobactam, sulbactam), havendo sinergismo entre os substratos e o inibidor, a producéo de
ESBL é confirmada (RADICE et al., 2002). A zona de sinergismo é comumente denominada
de “zona fantasma” (Figura 5). Geralmente, utilizam-se vérias cefalosporinas no teste,
incluindo cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina e cefepime. Quando hé resisténcia a cefoxitina e
ao inibidor e sensibilidade a cefepime, infere-se a producdo de AmpC. Nesse caso, € preciso
um pouco de cautela, uma vez que a resisténcia a cefoxitina pode ser mediada por outros
mecanismos, tais como bombas de efluxo, perda da expressdo de porinas e producédo de

determinadas carbapenemases (JACOBY, 2009). O teste do disco combinado também é uma



alternativa para a triagem de ESBL. Nesse teste, quando ha uma diferenca de 5 mm do
didmetro do halo de inibicdo entre o disco de cefalosporina e seu respectivo disco combinado
com inibidor infere-se a producéo de ESBL (CARTER et al., 2000).

Figura 5. Métodos fenotipicos para detec¢ao de beta-lactamases de amplo espectro

1.3.1.1 ESBL.: histérico

A primeira beta-lactamase codificada por elemento genético mével foi identificada em
Escherichia coli isolada de um paciente chamado Temoniera, o qual originou o nome da
enzima, TEM-1 (DATTA e KONTOMICHALOU, 1965). A localizacdo em plasmideos e
transposons de TEM-1 possibilitou sua disseminacdo por transferéncia horizontal, além de
outras especies de Enterobacteriaceae, em Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza
e Neisseria gonorrhoeae (PELLEGRINO et al., 2002; RADICE et al.,, 2002). Da mesma
maneira, SHV-1 tornou-se mundialmente disseminada.

Devido a prevaléncia e disseminacdo das beta-lactamases, as cefalosporinas de terceira
geracdo foram introduzidas na pratica medica na década de 1980, tendo estrutura molecular
resistente & acdo das enzimas descritas até entdo. Porém, a pressdo seletiva exercida pelo uso
intensivo dessas novas drogas ocasionou a emergéncia de cefalosporinases com espectro de
atividade estendido, de modo que em 1983 foi feita a primeira descricdo de uma ESBL,
denominada SHV-2 por diferir em apenas um aminoacido da enzima SHV-1 (KNOTHE,



1983). Na América Latina, a primeira descricdo de ESBL foi feita no Chile, sendo reportada a
presenca de SHV-5 em K. pneumoniae (GUTMANN et al., 1989).

Ja em 1990, Bauerfeind reportou na Alemanha a producdo de uma cefalosporinase ndo
pertencente as familias TEM ou SHV, denominada de CTX-M-1 (BAUERNFEIND, 1990),
idéntica a enzima MEN-1, identificada na Franca (BAUERNFEIND, 1996; BERNARD et al.,
1992). No mesmo periodo, vérios relatos da enzima CTX-M-2 ocorreram na Argentina
(BAUERFEIND, 1990, 1992; QUINTEIROS et al., 2003). Posteriormente, 0 sequenciamento
do gene codificador da enzima FEC-1 (nimero de acesso no Genbank AB098539) descrita no
Japdo em 1986 demonstrou sua similaridade com outras enzimas do tipo CTX-M (MARTINS
et al., 2007), sendo esta a primeira descri¢do de enzima do tipo CTX-M (QUINTEIROS et al.,
2003). Desde entdo, as enzimas da familia CTX-M disseminaram-se de forma acelerada nos
cinco continentes, sendo que dados presentes na literatura sugerem que elas se tornaram mais
prevalentes que as enzimas do tipo TEM e SHV. No Brasil, a primeira enzima do tipo CTX-
M foi identificada na década de 1990 (BONNET et al., 2000).

Outras familias de ESBL tem sido identificadas em menor nimero: PER, GES, VEB,
BES, TLA, SFO e IBC (BUSH e JACOBY, 2011; RADICE et al., 2002).

1.3.1.1.1 ESBL no Brasil

As beta-lactamases de espectro estendido tornaram-se o principal problema de salde
publica no que diz respeito as infecgdes nosocomiais e comunitarias por membros da familia
Enterobacteriaceae, detacando-se a rapida disseminacdo dessas enzimas e 0 surgimento
constante de novas variantes. No Brasil, a producdo de ESBL em Enterobacteriaceae também
¢ alarmante, uma vez que variantes do tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, BES, GES e VEB tem

sido descritas (Figura 6).

Infelizmente, ndo existem programas de vigilancia de abrangéncia nacional no que diz
respeito a resisténcia bacteriana e seus mecanismos, sendo dificil estimar a propor¢do de

produtores de ESBL na federacéo.



Por outro lado, as enzimas pertencentes a familia CTX-M tem sido predominantes na
América do Sul, assim como na Espanha e leste europeu (MINARINI et al., 2009;
QUINTEIROS et al., 2003; VILLEGAS et al., 2011). Dessa maneira, segundo o numero
crescente de descricdes dessas enzimas no Brasil, infere-se que variantes do tipo CTX-M
também sejam predominantes no pais em comparacdo as enzimas do tipo TEM e SHV,
prevalentes na América do Norte e oeste europeu, respectivamente (MINARINI, 2009). Ainda
dentro da familia CTX-M, as beta-lactamases mais frequentemente isoladas em territdrio
brasileiro incluem os grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9 (BONNET et al., 2000;
CLIMACO et al., 2010; FERNANDES et al., 2009; GARCIA et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2009; PICAO et al., 2010).

Com relacdo a familia Enterobacteriaceae, o isolamento de ESBL tem sido descrito
em diversos patdgenos de origem hospitalar e comunitaria, incluindo Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Salmonella enterica, Citrobacter, Enterobacter, Proteus mirabilis e Serratia
marcescens (BONNET et al., 2000; CASSETARI et al., 2009; CERGOLE-NOVELLA et al.,
2010; CLIMACO et al., 2010; CORKILL et al., 2001 ; MINARINI et al., 2008; MURLEY et
al., 2004 ; TOLLENTINO et al., 2011) . Porém, o ponto de urgéncia clinica tem sido a alta
prevaléncia de ESBL em Klebsiella e Escherichia coli, os principais enteropatdgenos
associados a infeccbes relacionadas a assisténcia a salde (IRAS). Além disso, a
promiscuidade de plasmideos carregando genes blagsg, tem sido retratada na identificacdo de
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa carregando enzimas do tipo CTX-M-2 em
integron de classe 1 (PICAO et al., 2010).

1.4 Resisténcia a quinolonas

No ano de 1962 foi introduzida na clinica médica a primeira quinolona, o &cido
nalidixico. Em meados da década de 80, foi langada a ciprofloxacina, a primeira
fluoroquinolona com amplo espectro de atividade, desde entdo, surgiram outras quinolonas,
cuja adicéo de flaor tornava a molécula mais estavel e com maior espectro de atividade.

Atualmente, as quinolonas sdo drogas usadas largamente na clinica médica e em
medicina veterindria patra controlar infeccbes por Gram-negativos (CATTOIR V,
NORDMANN, 2009). Na clinica médica constituem uma alternativa no tratamento de

diversas infecgdes, incluindo infecgdes extra-intestinais por Escherichia coli e Salmonella



spp., além de serem drogas de escolha na antibioticoterapia de isolados produtores de ESBL.
Em medicina veterinaria, o acido nalidixico e a enrofloxacina sdo amplamente utilizados para
controlar a presenca de agentes bacterianos na producdo animal, especialmente Escherichia

coli, um dos principais patégenos em aves e suinos (PHILIPS et al., 2004).

As quinolonas associam-se as enzimas DNA gyrase e Topoisomerase 1V, impedindo o
enovelamento da molécula de DNA, tendo efeito bactericida. Originalmente, mutacGes
acumuladas no sitio ativos das enzimas DNA gyrase e Topoisomerase IV constituiam o
principal mecanismo de resisténcia as quinolonas (JACOBY, 2005). Em 1998 genes do tipo
gnr foram descobertos, os quais codificam pentapeptideos repetidos que protegem a enzima
DNA gyrase da acdo dos antibidticos, ligando-se ao sitio ativo da enzima em vez do DNA.
Essa ligagdo entre proteinas do tipo Qnr e a enzima DNA gyrase ocorre independentemente
do complexo enzima-DNA, DNA livre ou concentracdo de quinolonas (ROBICSEK,
JACOBY, HOOPER, 2006). Os genes gnr agrupam cinco familias: qnrA, gnrS, gnrB, gnrC e
gnrD.

Considerando a origem dos genes gnr, acredita-se que Shewanella algae seja o
reservatorio de genes do tipo gnrA, pois foram encontrados variantes desses genes em seu
cromossomo, além disso, proteinas de pentapeptideos repetidos com 40 a 67% de similaridade
com gnrA foram identificadas em outras espécies de Shewanellai (NORDMANN e POIREL,
2005). Os genes gnrB foram identificados em espécies bacterianas marinhas e 0s genes gnrS
também tem sido econtrados em microorganismos aquéticos, tais como Aeromonas spp.
(POIREL et al., 2008) A integracdo dos genes gnr em diferentes plasmideos proporcionou a
répida disseminacdo desse mecanismo de resisténcia a quinolonas (POIREL; CATTOIR;
NORDMANN, 2006).

Além dos genes gnr, a resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (PMQR) pode
ser devido a presenca do gene aac6lb-cr, um variante do gene aac6lb, que leva a acetilagédo
das moléculas de fluoroquinolonas, tornando-as inativas (NORDMANN e POIREL, 2005;
PARK, C. H. et al., 2006). Outros mecanismos também podem estar envolvidos na resisténcia
a quinolonas, tais como superexpressao de bombas de efluxo e perda da expressdo de porinas
(JACOBY, 2005; LUNN et al. 2010; NORDMANN e POIREL, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nordmann%20P%22%5BAuthor%5D
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nordmann%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poirel%20L%22%5BAuthor%5D
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5 CONCLUSOES

e Cepas de Salmonella spp. isoladas de ambientes de producdo avicola, produtos
relacionados, e de amostras de fezes coletadas em suinos, apresentaram altas taxas de
resisténcia a antimicrobianos de uso clinico e veterinario;

e Dentre 47 cepas de Salmonella spp. e E. coli resistentes a fluoroquinolonas, 31
apresentavam co-resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro, caracterizando

fenotipos MRs;

e Considerando o0s genes de resisténcia a tetraciclina, tetA e tetB foram os mais
frequentes, tanto nos isolados de origem suina quanto aviaria. Os genes sull e sul2
foram comumente identificados nos isolados resistentes a sulfas, especialmente suinos.
Ja a resisténcia aos aminoglicosideos pode ser atribuida principalmente a presenca dos

genes aadAl e aadA;

e No total, 13/143 (9%) cepas de Salmonella spp. (avicola/suina) eram produtoras de
ESBL do tipo CTX-M-2,

e Dos 27 isolados de E. coli suina resistentes ao ceftiofur, 24 (88%) eram produtores de
ESBL do tipo CTX-M-2, e um unico isolado produzia a enzima CTX-M-15. J4, a
producdo de AmpC do tipo CMY-2 foi detectada em duas cepas;

e A resisténcia as fluoroquinolonas nos isolados de Salmonella spp. ndo foi associada

com a presenca de genes do tipo gnr ou aac6lb-cr.

e Dentre os isolados de E. coli (suina) produtores de ESBL do tipo CTX-M-2, 0 grupo
filogenético de baixa viruléncia B1 foi o mais prevalente. Por outro lado a cepa

carregando o gene blactx-m-15 pertenceu ao grupo filogenético B2, de alta viruléncia;

e Dentre os isolados de E. coli resistentes as fluoroguinolonas, trés cepas carregavam o

gene gnrB e duas cepas carregavam o gene gnrs,

e Dentre os isolados de E. coli resistentes as fluoroquinolonas, uma das cepas

carregando o gene gnrB pertenceu ao grupo de alta viruléncia B2, enquanto que as



demais cepas carregando genes do tipo gnr pertenciam aos grupos filogenéticos B1 e

A, de baixa viruléncia;

Plasmideos extraidos de Salmonella enterica e E. coli, contendo genes do tipo blacrx-

M , blacmy-2, e/ou genes gnr, foram transformados com éxito em E. coli Top 10.

Cepas de Salmonella enterica produtoras de ESBL do tipo CTX-M-2 foram
clonalmente relacionadas, enquanto que, cepas de E. coli produtoras de beta-
lactamases CTX-M, CMY-2, na presenga/auséncia de genes qnr, apresentaram
diversidade clonal;

A variabilidade genotipica entre isolados de E. coli produtores de ESBL do tipo CTX-
M, na presencga/auséncia de genes do tipo qnr, sugere que a transferéncia horizontal
mediada por plasmideos pode ser um evento genético que contribui com a selecdo de
cepas MR, com impacto clinico e epidemiolgico para a medicina humana e

veterinaria, assim como para o agronegacio;

A identificagdo de cepas de Salmonella enterica, clonalmente relacionadas, produtoras
de ESBL do tipo CTX-M-2, confirma a endemicidade de um fen6tipo MR e uma

possivel fonte de disseminacdo em comum;
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