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PREVALENCIA DE GENES DE RESISTENCIA EM ISOLADOS DE
E. coli PROVENIENTES DE FRANGOS DE CORTE

Autor: Silvia Adriana Mayer Lentz
Orientadora: Prof.2 Dr2 Andreza Francisco Martins
Co-orientadora: Prof.2 Dr2 Amanda de Souza da Motta

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é um desafio atual a salde publica. Agentes
antimicrobianos sdo indispensaveis no controle de infec¢des bacterianas, ndo sé em
seres humanos, mas também em animais e plantas. A presséo seletiva imposta pela
utilizacdo sistematica de um antimicrobiano pode selecionar cepas com algum
mecanismo de resisténcia e estas, disseminarem-se pelo ambiente. Muitas teorias e
controvérsias existem a respeito da disseminacdo da resisténcia entre animais e
humanos, além disso, a prevaléncia de genes que conferem resisténcia as
cefalosporinas de espectro estendido, carbapenémicos e colistina, em bactérias
zoonoGticas comensais € pouco conhecida. Este trabalho avaliou a prevaléncia dos
principais genes de resisténcia de importancia clinica (blave -type, blaviv -type, blanom-
1, blakec -type, blaces -type, blaoxa-as, blatem, blasHv, blactx-v € mcr-1) em isolados de
E. coli, originados de aves de producgédo. Foram coletados swab cloacal de frangos,
em um abatedouro frigorifico localizado no Rio Grande do Sul. Foram obtidos 343
isolados de E. coli que cresceram em presenca de ceftazidima. Entretanto, 57 isolados
foram positivos para os genes que conferem resisténcia as cefalosporinas: 3 blasnv,
18 blacTtx-m, 30 blatem e 6 para blactx-w e blarem concomitantemente Destes, 25
isolados foram positivos no teste fenotipico para pesquisa de ESBL. De acordo com o
perfil de susceptibilidade aos antibibticos, 56 (98%) isolados foram considerados
multirresistentes. Quanto a pesquisa do gene mcr-1, 10 isolados foram positivos
(2,9%), sendo todos multirresistentes. Destes, 8 obtiveram valor de CIM para
polimixina de 2mg/L, os outros dois isolados obtiveram CIM 0.25mg/L e 1mg/L. A
tipagem molecular realizada por PFGE demonstrou que 5 isolados do mesmo lote
foram clonalmente relacionados, enquanto outros 5 nao tiveram relacao clonal. A
tipagem molecular realizada in silico a partir do sequenciamento completo do genoma
bacteriano de 4 isolados positivos para o gene mcr-1 revelou a presenca de 3 STs:
ST38, ST58 e ST2491. A ST38 é bastante disseminada e associada com infec¢des
em humanos. Diante da emergéncia da propagacdo do gene mcr-1 a partir de
bactérias comensais de animais, torna-se crucial a implementacdo de praticas
interdisciplinares no controle do uso de antimicrobianos na medicina veterinaria,
humana e no ambiente, evitando a disseminacao da resisténcia e o esgotamento das
opcoes terapéuticas. Alternativas ao uso indiscriminado dos antibioticos na producgéo
animal junto a a¢bes que procurem diminuir o potencial reservatorio ambiental destes
genes, devem ser implementadas.

IDissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (83 p.) Marco, 2017.
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PREVALENCE OF RESISTANCE GENES IN E. coli ISOLATED FROM BROILER
CHICKENS
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a current public health challenge. Antimicrobial agents are
essential in the control of bacterial infections, not only in humans, but also in animals
and plants. The pressure selection imposed by the systematic use of an antimicrobial,
selects strains that harbor some resistance mechanism. The antibiotic resistance
spread among animals and humans is controversial, furthermore, the prevalence of
genes related to resistance to extended-spectrum cephalosporins, carbapenems and
colistin in zoonotic commensal bacteria is not completely known. This study evaluated
the prevalence of important clinical resistance genes (blavre -type, blavim -type, blanow-
1, blakpc -type, blaces -type, blaoxa-4s, blatem, blasnv, blactx-m and mcr-1) in E. coli
isolates originated from poultry production. Cloacal swabs were collected from
chickens in a slaughterhouse located in Rio Grande do Sul. A total of 343 E. coli
isolates were grown in the presence of ceftazidime. Genes encoding resistance to
carbapenems, were not detected. However, 57 isolates were positive to
cephalosporins resistance genes: 3 blasHv, 18 blactx-m, 30 blatem and six isolates were
co-producers of blactx-v and blatem. Phenotypic test for confirmation of ESBL, were
positive for 25 isolates. According to the profile of susceptibility to antibiotics, 56
isolates were considered multiresistant (98%). Regarding the mcr-1 gene investigation,
10 isolates were positive, all of them multiresistant. The polymixin MIC of 8 isolates
was 2 mg/L, the other two isolates presented MIC = 0.25mg/L and MIC =1 mg/L. The
molecular typing analysis, performed by PFGE, showed that 5 isolates from the same
batch were clonally related, while another 5 were not related. Molecular typing
performed in silico from complete sequencing of the bacterial genome of 4 mcr-1
positive isolates revealed the presence of 3 sequences type: ST38, ST58 e ST2491.
With the present data in our hands and the emergence of mcr-1 gene, detected in
commensal bacteria, with animal origins, it is crucial to implement interdisciplinary
practices, to control the use of antimicrobials in veterinary medicine, human and the
environment, avoiding the spread of resistance and depletion of therapeutic options.
The indiscriminate use of antibiotics in animal production should be re-consider, as
well as actions aiming to reduce the potential environmental reservoir of resistance
genes, in order to prevent global spread.

IMaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (83 p.) March,
2017.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana em bactérias tornou-se um importante
problema de salude publica. Agentes antimicrobianos sdo indispensaveis no controle
de infec¢bes bacterianas, ndo s6 em seres humanos, como também em animais e
plantas. A utilizacdo sistematica de um antimicrobiano seleciona bactérias com
concentracdes inibitérias minimas mais elevadas e sob a pressdo seletiva imposta
pelo seu uso, as cepas mais resistentes podem multiplicar-se e expandir-se em
detrimento de outras que sé&o inibidas pelo respectivo agente (BUTAYE et al., 2014).

As bactérias podem transferir genes de resisténcia a outras bactérias
horizontalmente e deste modo, contribuir para a disseminacéo de genes de resisténcia
dentro das populacfes bacterianas de diferentes ecossistemas. Em ambientes com
multiplos microrganismos, estes processos de transferéncia de genes podem envolver
doadores e receptores que pertencem a diferentes espécies e géneros. Isto ndo se
aplica somente as bactérias de origem humana, mas também as de origem animal e
ambiental — uma situacdo que se reflete no conceito "One Health " (BUTAYE et al.,
2014).

Para combater a ameaca a salude humana, uma investigacao
multidisciplinar € imprescindivel. Cuidados de saude, agricultura, e ambiente devem
estar interligados, conscientes dos potenciais resultados ndo intencionais, acoes
integradas e inteligentes sdo necessarias para garantir o acesso sustentado para
agentes antimicrobianos eficazes.

O conceito “One Health”, consiste numa estratégia mundial adotada pela
Organizagéao Internacional de Epizootias (OIE) que tem como objetivo a colaboragao
interdisciplinar entre entidades e/ou organismos de todos os temas relacionados com
a saude das pessoas e animais. Sua importancia reside no fato de que a grande
maioria das doencas infecciosas emergentes sdo zoonoses (CONRAD; MEEK;
DUMIT, 2013).

A aplicagdo do conceito “One Health” baseia-se em praticas corretas
relacionadas com a prevencao, vigilancia e deteccédo de doencas animais (incluindo
as zoonoses), assim como a notificacdo dessas situacdes e a determinacdo de
respostas rapidas e eficazes. Isso inclui ainda outras aplicacdes diretamente
relacionadas com a inocuidade dos alimentos e seguranga alimentar de forma a

promover uma protecéo eficaz da saude publica (CDC, 2015).



O plano de acéo global sobre resisténcia antimicrobiana publicado em 2015
traz a necessidade de engajamento da sociedade na saude Unica, especialmente
guando o assunto é resisténcia a antibiéticos (WHO, 2015).

Dada a disseminacao da resisténcia no mundo, diversos esfor¢os tém sido
realizados para demonstrar a ligacao existente entre o consumo de antimicrobianos

na alimentacdo animal e a presenca de genes de resisténcia no ambiente.

O uso indiscriminado de antibiéticos como promotores de crescimento
animal e a falta de programas eficientes de vigilancia por parte dos érgaos de saude
publica sdo um grande obstaculo na prevencdo da disseminacdo da resisténcia
microbiana (EFSA, 2013; FISCHER et al., 2012; GUERRA; FISCHER; HELMUTH,
2014; POIREL et al., 2012; WANG,; et al., 2012; WOODFORD et al., 2014; ZHANG
et al., 2013).

Neste contexto, as enterobactérias sdo muito importantes, pois fazem parte
da microbiota animal e humana, além de poderem ser encontradas no solo e nos
alimentos, estabelecendo um ciclo de contato entre os diferentes componentes do

ecossistema (Figura 1).

AMBIENTE CLINICA

Propagacgao de genes de Surgimento e propagacgéo de
resisténcia no ambiente resisténcia no ambiente clinico

Figura 1. Demonstragéo dos diferentes ecossistemas envolvidos na disseminagéo da
resisténcia.?

aAdaptado de BERENDONK et al., 2015.
A Escherichia coli € uma enterobactéria colonizante do trato gastrointestinal

de humanos e animais, mas também €& um microrganismo extremamente versatil,



podendo se tornar um patdégeno frequentemente fatal quando causa infec¢cdes como
meningites, por exemplo. E capaz de sobreviver em diferentes ambientes, e carrear
elementos genéticos moéveis que lhe conferem vantagem adaptativa. A resisténcia
antimicrobiana é bastante estudada e importante nesta espécie, uma vez que ela
interliga, humanos, ambiente e animais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Diversos mecanismos de resisténcia tém sido identificados em
enterobactérias, mas a resisténcia aos B-lactdmicos mediada por enzimas € um dos
mais importantes. Entre esses mecanismos, podemos citar as B-lactamases de
Espectro Estendido (ESBLs) - que degradam penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos - sdo mediadas por genes plasmidiais ndo induziveis e foram
inicialmente isoladas de pacientes hospitalizados, mas posteriormente encontradas
em pacientes da comunidade e sdo preocupacgao atualmente junto aos animais de
producdo e de companhia (ARPIN et al., 2003; CHONG et al.,, 2013; EMERY;
WEYMOUTH, 1997; KIRATISIN; HENPRASERT, 2011; LEE etal., 2013; LUZZARO
et al., 2006; MARCHANDIN et al., 1999; MINARINI et al., 2007; NEDJAI et al., 2012,
PENA et al., 1998; RODRIGUEZ-BANO et al., 2004; TOFTELAND et al., 2012).

Escherichia coli produtora de ESBL ja foi amplamente descrita no ambiente
hospitalar e ambientes rurais (EDELSTEIN et al., 2003; SMET et al., 2008). Gao e
colaboradores afirmam que a E. coli produtora de ESBL é normalmente considerada
um indicador bacteriano para rastreamento da propagacéo dos genes de resisténcia
a estes antibidticos (GAO et al., 2015). Diversas pesquisas estao sendo realizadas
para avaliar a ocorréncia e propagacdo dos genes de resisténcia de ESBL em
ambientes hospitalares, estacfes de tratamento de aguas residuais, corpos d'agua, e
animais produtores de alimentos (AGERSO et al.,, 2012; BLAAK et al.,, 2014
EDELSTEIN et al., 2003).

Trés familias de ESBLs s&o importantes por estarem presentes em
espécies bacterianas que colonizam e infectam os animais e 0 homem: a enzima
denominada TEM (que foi assim nomeada em referéncia ao paciente Temoneira), a
SHV (variavel reagente sulfidrila) e CTX-M (que possui afinidade pela cefotaxima,
isolado pela primeira vez em Munique). Aléem das ESBLs, destacamos genes que
codificam as carbapenemases que também estdo presentes em importantes

reservatorios como hospitais, meio ambiente, animais silvestres, domésticos e em



animais de producdo (GUERRA; FISCHER; HELMUTH, 2014).

Bactérias da familia Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases
tém sido implicadas em surtos de infec¢des hospitalares em varios paises. A presenca
destas bactérias em animais produtores de alimentos e no ambiente tem sido
demonstrada, embora ainda carecam estudos nesta area (CANTON et al., 2012;
GRUNDMANN et al., 2010; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012; NORDMANN;
NAAS; POIREL, 2011).

Carbapenémicos séo considerados a melhor opcao terapéutica ao
tratamento de infec¢gbes graves causadas por bacilos gram-negativos. Entretanto, as
carbapenemases tem impactado significativamente na saide humana, devido ao seu
mecanismo de resisténcia a estes antimicrobianos (hidrolisando ndo s6 esta classe
de antibidticos mas também outros -lactamicos como as cefalosporinas, penicilinas
e monobactamicos), a presenca de seus genes localizados em elementos genéticos
moveis como plasmideos e transposons, e sua rapida disseminacdo em ambito
mundial, vem sendo considerada um emergente problema de saude publica (BRASIL,
2013).

O Jdltimo recurso para o tratamento de infeccdes causadas por
Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases séo as Polimixinas. Contudo, a
recente identificacdo do gene mcr-1 plasmidial que confere resisténcia as polimixinas,
causou grande alerta a saude publica. O gene mcr-1 foi descrito pela primeira vez na
China em 2015 e, até agora existem relatos de sua ocorréncia em todos os continentes
(SCHWARZ; JOHNSON, 2016).

Com o aparecimento do gene mcr e a sua observacdo mais frequente em
animais e alimentos de origem animal, a ideia de que a utilizagcdo dos melhoradores
de desempenho tem favorecido a pressdo seletiva exercida no ambiente e a
disseminacgdo da resisténcia, a exemplo da colistina, ganhou forgca. O que vemos aqui
€ a manutencao da hipotese que vem sendo constantemente abordada: o papel do
ambiente na perpetuacdo da multirresisténcia (LIU et al.,, 2016; NORDMANN;
POIREL, 2016).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producdao de frangos no Brasil
A avicultura brasileira possui um papel de destaque no mundo. O Brasil
detém 40% do mercado mundial de carne de frango, produzindo 13,146 milhdes de
toneladas/ano, ficando atras apenas dos Estados Unidos (ABPA, 2015). E também o
maior exportador do mundo de carne de frango, tendo exportado em 2015, 4,304
milhdes de toneladas, segundo a ABPA (Associacdo Brasileira de Proteina Animal) e
USDA (United States Department of Agriculture), o que representa 8,5 bilhGes de
dolares em exportacdes para o pais. A avicultura é responsavel por 1,5% do PIB
(Produto Interno Bruto) brasileiro, gerando 5 milhdes de empregos diretos e indiretos.
A carne de frango representa 47% das carnes produzidas no territério. Sendo os trés
estados da Regidao Sul do pais os responsaveis por 76,66% das exportacdes, de
acordo com a ABPA, 2015.
Apos inumeras décadas de esforco, frente as demais poténcias
econdmicas mundiais o Brasil ganhou destaque no setor. O que so6 foi possivel com o
advento da agricultura industrial e a unido de esfor¢cos entre produtores rurais e
agroindustrias tendo como objetivo a ampliacdo de mercados com uma Visao
empresarial empreendedora.
A pratica dos sistemas intensivos de producédo, tendo como objetivo a
alta producéo animal com baixo custo e alta qualidade foi conquistada, e programas
como o de sanidade animal e de biosseguridade eficientes que garantem a sanidade

dos plantéis e os acordos sanitarios, mantém o Brasil nesta posicéo de destaque.

2.2 Uso de antimicrobianos na avicultura

A industria avicola s6 conseguiu aumentar a sua produtividade com o
incremento da tecnologia. A tecnificagdo acompanhada pelo sistema de integracao
vertical das grandes empresas e suas instituicdes, age coordenando e fiscalizando
grande parte dos processos produtivos.

Mesmo assim, os desafios sanitarios impostos pelas condicdes das
criacbes como a alta densidade de animais alojados, grandes variacées de
temperatura e necessidades nutricionais, podem diminuir o desempenho zootécnico
das aves por desencadearem problemas em sua microbiota intestinal.

Os lotes de aves sao criados na maioria das vezes em camas reutilizadas,



com elevada carga microbiana, deixando os animais expostos a enfermidades como
a coccidiose e a clostridiose.

A fim de manter os niveis atuais de desempenho produtivo e controlar a
colonizacéo do intestino por patégenos entéricos prejudiciais, principalmente na fase
inicial da criacdo, a industria langa mao do uso de aditivos a racao animal e um dos
maiores colaboradores sdo os antimicrobianos. Seu uso é promovido devido a
obtencao de efeitos benéficos, no que tange a absorcao de nutrientes e a prevencao
da multiplicacdo bacteriana patogénica no trato gastrointestinal (DURSO; COOK,
2014).

A utilizacdo dos produtos antibacterianos € feita através da administragcéo
de subdoses junto a racdo por quase toda a vida do animal, respeitando, apenas o
periodo de caréncia (prazo para retirada antes do abate).

A possibilidade dos microrganismos patogénicos adquirirem resisténcia ao
antibidtico, devido a agéo continua de doses subterapéuticas nas dietas € sabido um
dos maiores problemas de sua utilizacdo (KANG. et al., 2004; KUMARASAMY et al.,
2010; PATEL; BONOMO, 2013; PATERSON; BONOMO, 2005; WALSH et al., 2011;
YONG et al., 2009).

Porém, lembremo-nos da existéncia de uma lista positiva de aditivos
permitidos para utilizagdo na producéo animal como melhoradores de desempenho.
No documento disponibilizado pelo Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) constam, além dos principios ativos, as espécies e as fases
de producédo em que podem ser utilizados e as dosagens permitidas (BRASIL, 2006).

Na contramdo do mundo, um exemplo a ser seguido, € o da comunidade
europeia que baniu o uso dos antibiéticos como aditivos alimentares desde 2006
(Regulamento CE n° 1831/2003) embora a sua utilizacdo com finalidade terapéutica
permaneca autorizada. Com isso, reduziu drasticamente a quantidade de
antimicrobianos usados nos animais porém, um aumento na utilizacéo terapéutica foi
constatada (BUROW et al., 2014).

A preocupacdo dos europeus com a transferéncia da resisténcia a
populacdo humana alavanca alternativas a essa utilizacao e estratégias estdo sendo
tracadas pela Unido Europeia até 2020 (ECDC/EFSA/EMA, 2015). Pela primeira vez,
um documento integrando rela¢des entre o consumo de agentes antimicrobianos e a
ocorréncia de resisténcia em humanos e animais de producédo foi elaborado,

integrando dados relativos a trés das agéncias da Comunidade Europeia



(ECDC/EFSA/EMA, 2015).

As analises mostraram que, em 15 dos 26 paises participantes do estudo,
0 consumo meédio de antimicrobianos foi inferior ou muito menor em animais
produtores de alimentos do que em seres humanos. Em trés paises, o consumo foi
semelhante nos dois grupos, e em oito paises o consumo em animais produtores de
alimentos foi maior ou muito mais elevado do que em seres humanos
(ECDC/EFSA/EMA, 2015).

Na maioria dos paises, o consumo de fluoroquinolonas foi maior na
medicina humana em detrimento do setor animal. E em todos os paises analisados, o
consumo de cefalosporinas de 32 e 42 geragfes foi muito maior em humanos do que
nos animais produtores de alimentos (ECDC/EFSA/EMA, 2015).

O Brasil deve repensar 0 seu uso e discutir alternativas a utilizacdo de
farmacos, mesmo que estudos ainda carecam de elucidacéo (DALOLIO et al., 2015;
TRALDI et al., 2007).

2.2.1 Antimicrobianos administrados aos animais

Diferentes antimicrobianos podem ser administrados as aves durante seu
periodo de vida como promotores de crescimento. Entretanto, para a sua utilizacéo
no Brasil, eles devem ser informados nos boletins sanitarios dos lotes dos animais e
devem constar na lista de aditivos alimentares autorizados pelo MAPA, conforme lista
atualizada de 25/04/2015 (BRASIL, 2006).

Em aves, esses agentes sdo utilizados com o objetivo de diminuir a
infeccdo causada por bactérias gram-positivas e prevenir a possibilidade de
ocorréncia de coccidiose causada pelos parasitas do género Eimeria.

Alguns aditivos, bastante utilizados nas préaticas de producéo avicolas,
serdo aqui elencados, bem como seus mecanismos de agéo.

A Avilamicina (Surmax®) € autorizada para utilizacdo em aves como
melhorador de desempenho. Conforme indicagdes do fabricante, tem sua acao efetiva
somente contra bactérias gram-positivas, cujo principal objetivo da administracao é
prevenir a enterite necrética causada pelo Clostridium perfringens. E um
oligossacarideo da classe das ortosomicinas que tem como mecanismo de agédo a
inibicdo da sintese proteica bacteriana. Ela se liga a subunidade ribossémica 50S e
impede a associacdo do fator de iniciacao IF2, que inibe a formacédo do complexo de

iniciacdo 70S e o posicionamento correto de tRNA no local aminoacilo. Este



mecanismo de acdo € bem semelhante aos da classe dos antimicrobianos
macrolideos, cloranfenicol, clindamicina, quinupristin-dalfopristin, linezolida, que
inibem a sintese proteica se ligando a subunidade 50S do ribossomo (BEBELL;
MUIRU, 2014).

A E. coli é intrinsicamente resistente a avilamicina, entretanto, estudos in
vitro tém sugerido que ela pode reduzir a producéo de pili na superficie de E. coli. A
exposicdo da E. coli a avilamicina pode entéo limitar o nimero de adesinas e reduzir
a fixacdo das bactérias na mucosa intestinal prevenindo doencas no trato
gastrointestinal por este agente ou alterando a composi¢cao da microbiota.

A salinomicina e a narasina sao antibiéticos cocciodiostéaticos ionéforos,
gue atuam sobre os diferentes estagios evolutivos do parasita do género Eimeria. Sao
compostos poliéteres que formam compostos lipossollveis que podem agir formando
canais ou poros. Possuem afinidade pelos ions monovalentes (Na* e K*) e, desta
maneira tornam-se ionoforos transportadores que se movem através da membrana
celular carregando ions e alterando o equilibrio hidroeletrolitico celular. O transporte
de ions através da membrana compromete a producdo de ATP exaurindo a fonte de
energia do organismo. Outra maneira € ocorrer influxo de grande quantidade de
moléculas de agua carreadas pelos mecanismos osmoticos, promovendo turgidez e
morte celular (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011).

A translocacdo de ions e o rompimento de gradientes idnicos sao
responsaveis pelos efeitos terapéuticos e toxicos dos ionéforos (PRESSMAN,
1965;1968). No primeiro momento, a agdo deles sobre a membrana celular das
bactérias ruminais, coccidios ou fungos patogénicos, resulta em efeitos benéficos para
o hospedeiro (PRESSMAN, 1976; RUSSELL; STROBEL, 1989).

Nicarbazina € um anticoccidiano preventivo sintético, cujo mecanismo de
acédo é atuar na fase esquizonte da Eimeria sp. (22 geragéo), interrompendo o ciclo de
formacdo e desenvolvimento dos merozoitos, interferindo no metabolismo das
mitocondrias do parasita (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011).

A bacitracina € um antimicrobiano polipeptidico, que age sobre a maioria
das bactérias gram-positivas. Seu mecanismo de agédo acontece através da inibicéo
da sintese de parede celular, inibindo a desfosforilacdo de um pirofosfato lipidico
(carreador de natureza lipidica presente na membrana celular da bactéria). Parece
provocar lesdo a membrana citoplasmatica (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,
2011).



2.3 Familia Enterobacteriaceae

As enterobactérias constituem um importante grupo bacteriano, bastante
heterogéneo. Sao organismos ndo formadores de esporos, ubiquitarios, estdo
amplamente distribuidos no solo, agua, frutas, vegetais, graos, flores, arvores,
animais, estando presentes também em insetos e no homem. A maioria habita o
intestino dos animais, quer fazendo parte da microbiota normal ou como agente
infeccioso. Sao eliminados pelas fezes contaminando o solo e agua (QUINN et al.,
2005).

Sdo bastonetes gram-negativos bioquimicamente caracterizados por
serem anaerobios facultativos, catalase positivos, oxidase negativos, fermentadores
de glicose e outros agucares, na maioria das vezes com producao de gas, podendo
ser cultivados numa variedade de meios nutritivos por ndo possuirem exigéncias
nutricionais complexas (FARMER et al., 2007). Possuem fimbrias que os ajudam na
aderéncia de superficies ou mucosas. Possuem também uma membrana externa
contendo lipopolissacarideos, que séo potentes endotoxinas, estando o principal fator
endotdxico presente no lipidio A. Estas endotoxinas séo liberadas quando a bactéria
morre ou sofre lise (QUINN et al., 2005; TORTORA; FUNKE; CASE., 2012).

Podem apresentar pili sexual responsavel pela troca de informacbes
genéticas entre as células, o que lhes permite a troca de genes que conferem
resisténcia a antibidticos e outros fatores de viruléncia. Algumas cepas produzem
proteinas chamadas bacteriocinas que causam a lise de outras espécies bacterianas
intimamente relacionadas. Estas proteinas podem ajudar a manter o equilibrio
ecoldgico do intestino (TORTORA; FUNKE; CASE., 2012).

As enterobactérias podem causar infecgdes intestinais e extraintestinais.
As que causam infecc¢des intestinais sao geralmente chamadas de enteropatogénicas,
incluindo cepas de Escherichia coli, todos os sorotipos de Shigella, quase todos os de
Samonella e alguns de Yersinia (TRABULSI; CAMPQOS, 2002).

As bactérias desta familia s&o importantes agentes de infeccdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (MINARINI et al., 2007; MINARINI et al.,
2008; MINARINI et al., 2009). Isso torna 0 ambiente uma fonte para a disseminacao

e aquisicao destas bactérias resistentes (ALLEN et al., 2011).
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2.3.1 Escherichia coli

A Escherichia coli € a bactéria anaerobia facultativa mais abundante da
microbiota do intestino delgado humano (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
Membro da familia Enterobacteriaceae, € um bacilo gram-negativo mesofilo tipico. De
modo geral a E. coli se apresenta como um bastonete delgado, pequeno ou comprido
(2,2-1,5 ym x 2,6-6,0 um), aos pares ou isolados. Ao teste de Voges-Proskauer é
negativa, ndo € capaz de utilizar o carbono do citrato como Unica fonte de energia,
ndo produz H2S e a hidrolise da uréia € negativa (QUINN et al., 2005). No Indol, a
reacao é positiva devido a reducéo de nitrato a nitrito (BETTELHEIM, 1994).

Seu pH 6étimo de crescimento € 7,5, apesar de tolerar grandes variacoes.
N&o apresenta termorresisténcia, sendo destruida a 60°C em poucos segundos
(GERMANO; GERMANO, 2011). Algumas cepas sdo moveis e outras imoveis, nao
esporulam, integram o grupo dos microrganismos coliformes, cuja presenca na agua

e alimentos indica contaminacéo fecal (JAY, 2005).

Esta presente em maior nUmero em carnivoros e onivoros em detrimento
dos herbivoros. Nas aves se encontram na concentracdo de 10°% UFC/grama
(unidades formadoras de colbnias) de fezes, podendo estar em maior concentracao
no intestino das aves jovens (BARNES, 2003). Ela é excretada através das fezes e
sobrevive nas particulas fecais, poeira e agua por semanas ou meses (QUINN et al.,
2005).

Na Figura 2 a E. coli esta relacionada dentro do contexto “One Health”.



11

) 4

Transmissdo entre os

animais de producdo \
Transmissdo animais aos humanos

Contaminagdo do ambiente, através de abatedouros, fazendas e
animais silvestres, dagua e supermercados

agricultura ‘

Transmisséo entre os humanos e
entre os humanos e animais
domésticos

\Transmisséo através /

de agua e alimentos
as pessoas

Figura 2. Disseminacéo de E. coli entre os diferentes habitats®.
aAdaptado de: http://www.ecl-lab.com/en/ecoli/index.asp

Existem cepas de E. coli que se diferem das habitantes naturais do trato
gastrointestinal. S&o altamente patogénicas, o que foi proporcionado através do ganho
e perda de genes que permitem que ela se torne altamente diversificada e adaptada
(CROXEN et al., 2013). As cepas patogénicas estdo entre os principais contribuintes
de mortes causadas por doencgas diarreicas em criancas de até cinco anos no mundo
(WHO, 2012).

Segundo o esquema de classificacdo modificado de Kauffman, esta
espécie compreende um grande numero de tipos soroldgicos identificados por meio
dos seus antigenos de superficie: somaticos “O”, flagelares “H” e capsulares “K”
(CROXEN et al., 2013).

De acordo com os mecanismos de patogenicidade, fatores de viruléncia,
modos de adesdo em culturas de células epiteliais e os sintomas clinicos que causam,
as cepas de E. coli podem ser classificadas em patdgenos intestinais, extra-intestinais
ou uropatogénicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; TRALDI et al., 2007).


http://www.ecl-lab.com/en/ecoli/index.asp
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2.4 Resisténcia antimicrobiana no contexto atual

Antimicrobianos s&o compostos que agem inibindo o crescimento dos
microrganismos e/ou causando sua morte diretamente (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2011). Sdo administrados visando o tratamento ou a prevencao de
doencas em humanos e animais e sdo amplamente utilizados como aditivos a
alimentacdo animal, promovendo o melhoramento do desempenho zootécnico dos
animais de producdo (AARESTRUP, 1999; SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH,
2001).

O uso dessas substancias como promotoras de crescimento € de relevante
preocupacdo na saude publica, considerando-se os riscos destes residuos nos
produtos derivados de animais e a selecao de bactérias resistentes (OJO et al., 2016;
SINGER et al., 2003).

A resisténcia antimicrobiana pode ser interpretada como a habilidade de
um microrganismo continuar multiplicando-se ou persistir na presenca de niveis
terapéuticos de determinado agente antimicrobiano (VERRAES et al., 2013).

No que tange a E. coli comensal de animais, ja é conhecida sua resisténcia
frente a maioria dos agentes antimicrobianos comumente utilizados, como as
tetraciclinas, sulfametoxazol, ampicilina, estreptomicina e carbenicilina (KANG et al.,
2005).

2.5 Reservatorios ambientais de genes de resisténcia

As comunidades bacterianas sdo formadas por uma complexa matriz
evolutiva, associada a fatores ecoldgicos e ambientais. E dificil prever o destino das
bactérias resistentes e dos genes de resisténcia quando sao liberados no ambiente.
A compreenséo da evolucao e ecologia da resisténcia aos antibiéticos, neste cenario,
carece de elucidacdo. Embora saibamos que a utilizacdo excessiva de antibibticos
pode selecionar populagdes resistentes no ambiente, outros fatores como condicdes
fisico-quimicas, contaminantes ambientais, inducdo de respostas ao estresse, a
adaptacédo bacteriana e a heterogeneidade fenotipica tém o potencial para aumentar
o efeito de pressdes seletivas e promover a evolucdo bacteriana no sentido de
selecionar cepas mais resistentes aos antibidticos (BERENDONK et al., 2015).

A presenca de genes de resisténcia aos antibidticos € ubiqua e antiga. A
maioria dos genes que codifica a resisténcia entre os patdgenos humanos teve a sua

origem em bactérias do ambiente natural (por exemplo, B-lactamases). Um importante
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exemplo de mecanismos de resisténcia que impactaram na saude humana foi a
resisténcia apresentada aos antimicrobianos [(-lactamicos, cujas enzimas ([3-
lactamases) que inativam estes antimicrobianos existem ha milhdes de anos
(AMINOQV, 2009).

Estudos realizados através da analise de filogenia foram capazes de
reconstruir a evolugao dos grupos de 3-lactamases (serino e metalo), e estabeleceram
gue estas enzimas sdo antigas e se originaram ha mais de dois bilhdes de anos, com
algumas delas presentes em plasmideos bem antes do uso moderno de antibiéticos
(HALL; BARLOW, 2004).

Com o uso da metagendmica funcional de microrganismos do solo, foi
possivel mostrar uma diversidade ampla de determinantes genéticos que conferem
resisténcia aos antibiéticos, dos quais apenas uma fracdo foi descrita em patégenos
humanos (FORSBERG et al., 2014).

A atividade humana moderna exerce forte e determinante influéncia sobre
0 resistoma ambiental. Isso destaca a importancia de incluir o papel dos vetores
ambientais, tais como a diversidade genética bacteriana dentro do solo e da agua, na
gestao do risco de resisténcia. A subsequente transmissdo é afetada por padrbées de
controle de infec¢do, saneamento, acesso a agua potavel, acesso a antimicrobianos
de qualidade, viagens e migragéo (FINLEY et al., 2013).

E importante notar que embora animais produtores de alimentos
contribuam para a ampla disseminacdo de bactérias resistentes aos antibiéticos e
genes de importancia clinica (MARSHALL; LEVY, 2011), eles ndo sao
necessariamente a causa do problema (HUNTER et al., 2010; SINGER et al., 2003).

Nas praticas agricolas de producdo da China, o esterco dos animais é
utilizado como fertilizante na producdo de culturas, frutas e produtos horticolas
(HUANG et al., 2014). Porém, ndo é dado qualquer tratamento a estes excrementos
gue podem conter grande quantidade de bactérias patogénicas, como Listeria
monocytogenes e Salmonella spp., além de bactérias carreadoras de genes de
resisténcia como E. coli produtora de ESBL, Enterococcus resistentes a vancomicina
e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (GAO et al., 2015; GUBER et al.,
2007; MARTI et al., 2013; VENGLOVSKY; SASAKOVA; PLACHA, 2009; ZHU et al.,
2013).

Quando o esterco animal é adicionado ao solo, 0s genes de resisténcia ali

contidos podem ser transferidos a outras bactérias por meio de elementos genéticos,
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principalmente plasmideos (D'COSTA et al.,, 2006; GUBER et al., 2007; HEUER;
SCHMITT; SMALLA, 2011).

Relatos sobre a contaminacdo de vegetais com microrganismos
carreadores de genes de resisténcia também sdo encontrados (REULAND et al.,
2014; RUIMY et al., 2010).

Bacteriéfagos presentes nas fezes dos animais carreando genes de
resisténcia também preocupam, ndo so por possibilitar a transferéncia dos genes para
cepas patogénicas humanas mas também para animais (ALLEN et al., 2011). Isso
contribui para a disseminacéo de bactérias no solo e a sua propagacao aos outros
ambientes incluindo a cadeia alimentar. Solo poluido pode contaminar as aguas sobre
o fluxo de terra (CURRIERO et al., 2001; GAO, L. et al., 2015), tornando-se uma forte
ameaca a saude publica.

Estudos realizados em Bangladesh em 2012 comprovaram a ampla
disseminagdo ambiental de NDM-1 e CTX-M-15. Esses genes foram detectados em
36 (62%) e 41 (71%), respectivamente das 58 amostras de agua coletadas
(TOLEMAN; BUGERT; NIZAM, 2015). A E. coli foi a espécie carreadora de NDM-1
em 3 das 7 regides amostradas no estudo, fato de grande importancia epidemioldgica,
j& que esta espécie € encontrada no nosso intestino mas pode também causar
infeccbes graves (PITOUT, 2012).

2.6 Bases genéticas de resisténcia aos antibioticos

A resisténcia antimicrobiana pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca é caracteristica inerente de uma espécie bacteriana ou género para um
determinado antibiético (GUARDABASSI; COURVALIN, 2006). A resisténcia
adquirida é quando uma cepa suscetivel tornou-se resistente, como consequéncia de
uma evolucao recente. Pode ser resultado de uma mutacdo, que é geralmente um
evento espontaneo a acontecer dentro de uma populagéo bacteriana, ou através da
aquisicdo de um gene de resisténcia especifico por transferéncia horizontal de genes
(VERRAES et al., 2013).

A mutacdo pode levar a alteracdo do sitio de ligacdo de determinado
agente, hiper-regular a producao de enzimas inativando o principio ativo e também,
alterar a proteina de transporte da membrana externa (ALEKSHUN; LEVY, 2007,
MONROE; POLK, 2000).

A transferéncia horizontal de genes pode acontecer através de 3
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mecanismos: transdugao, conjugacao e transformacédo. Estas transferéncias podem
ocorrer no solo, na agua, nos sistemas digestivos de humanos e animais, em
alimentos, mucosas e outros ambientes (VERRAES et al., 2013).

Na maioria das vezes, 0s genes de resisténcia localizam-se em elementos
genéticos méveis como plasmideos, transposons e cassetes génicos em integrons. A
replicacdo dos plasmideos acontece independentemente dos cromossomos e estes
elementos podem ser transferidos entre as bactérias por conjugacdo. Sua presenca
dentro da bactéria ndo € essencial, mas pode conferir uma vantagem adaptativa e

desempenhar desta forma um importante papel (VERRAES et al., 2013).

2.7 Mecanismos de resisténcia em bactérias Gram-negativas

Bacilos gram-negativos podem ser resistentes a antibioticos através de
quatro principais mecanismos: alteracdo na permeabilidade de membrana;
degradacédo enzimatica dos antibiéticos, mutacdes na proteina-alvo do antimicrobiano
e mecanismos de efluxo (BARTH et al., 2013).

A resisténcia através da modificacdo do sitio alvo do antibiotico, faz com
que o antibiotico perca sua capacidade de ligacdo a bactéria. Mutacdes nos genes da
girase e topoisomerase que sdo 0s alvos para quinolonas e fluoroquinolonas séo
exemplos deste mecanismo (RAPOPORT et al., 2016).

A alteracdo da parede celular ou em sua permeabilidade implica na reducéo
de entrada ou no aumento do efluxo de antibiéticos, regulando desse modo a
concentracéo interna de antibiéticos na célula (MCDOUGAL et al., 2003). Além disso,
as bactérias podem se tornar resistentes, desviando-se da via fisiolégica normal,
adicionando um passo alternativo. Isto € exemplificado pela producdo de uma
adicional di-hidrofolato-redutase, em um plasmideo-R determinante de resisténcia a
trimetoprim, a qual difere da enzima cromossdmica na sua ligagdo com Varios

compostos anti-folato em Escherichia coli e Citrobacter sp. (LYTSY et al., 2008).

2.7.1 Resisténcia aos B-lactamicos

A resisténcia aos antibidticos [B-lactamicos, pode ocorrer através dos
sistemas de efluxo e perda de porinas que irdo influenciar na permeabilidade das
membranas, através da alteracdo da estrutura do peptideoglicano; devido a mutagdes

nas proteinas ligantes de penicilina (PBPs), levando a diminuicdo da afinidade da
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ligacdo do antibidtico ao local de acéo; e através dos mecanismos enzimaticos de
degradacdao do antibiotico.

Sao0 mecanismos comuns e importantes em bactérias gram-negativas, a
degradacédo do antibiético mediada por enzimas B-lactamases, que sdo amidases
hidroliticas que quebram o anel B-lactamico inativando o antibiético (DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008).

As B-lactamases podem ser classificadas de duas formas: pela
classificacdo de Ambler, que se baseia na homologia proteica; ou a classificacdo de
Bush-Jacoby que esta baseada nas caracteristicas funcionais. De acordo com Ambler,
as enzimas sdao divididas em quatro grandes classes (A a D). As classes A, C e D
utilizam serina no sitio de ligacao para a realizacdo da hidrolise do B-lactamico e a
classe B sdo as metalo-B-lactamases, que necessitam do ion divalente zinco para
realizar a hidrélise do substrato (AMBLER, 1980; AMBLER et al., 1991; BUSH,;
JACOBY, 2010; JAURIN; GRUNDSTROM, 1981; OUELLETTE; BISSONNETTE;
ROY, 1987).

A classificacdo de Bush-Jacoby divide as B-lactamases em quatro grupos
principais:  penicilinases, p-lactamases de espectro ampliado (ESBLS),
carbapenemases e AmpC type cefalosporinases, além de seus varios subgrupos
(BUSH; JACOBY, 2010; ZHOU et al., 2007). Alguns exemplos de B-lactamases de
importancia clinica encontram-se dispostos na Tabela 1, com destaque para as
ESBLs.

Estas enzimas estéo incluidas nas classes A de Ambler e grupo 2be na
classificacdo de Bush-Jacoby. Conferem resisténcia a todas as penicilinas e
cefalosporinas, incluindo as cefalosporinas de espectro estendido como ceftazidima
ou cefotaxima e sao inibidas pelo acido clavulanico (BUSH; JACOBY, 2010).

Como exemplos de ESBLs temos diversas familias como TEM-, SHV-,
CTX-M- PER-, VEB- (BUSH; JACOBY, 2010).
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Tabela 1. Principais B-lactamases de importancia clinica.

Principais B-lactamases de importancia clinica

G Classe |n|b|(;50

BLUSF;IO Molecular Substrato Exemplo de enzimas
Jacoby de Preferido AC? EDTA representativas

Ambler
1, 1e c Cefalosporinas - - CMY-1 & CMY-50
2b A Penicilinas e N ) TEM-1, TEM-2,
cefalosporinas TEM- 13
b :

2be A Cefalec;sppec::répss de TEM-3, SHV-2,

. + - SHV-15, CTX-M-1,
estendldo(FS_BL), PER-1, VEB-1
monobactamicos

2br A Penicilinas i i TEM-30, TEM-163,
SHV-10, SHV-72
2ber A Cefalosporinas de
espectro estendido, - - TEM-50, TEM-158
monobactamicos
2d D Cloxacilina Variavel - OXA-1, OXA-2,
OXA-10
2de D i - -
Cefalosporinas _de Variavel i OXA-11, OXA-14,
espectro estendido OXA-15
20 2 Carbapenémicos  Variavel - O, ONanell
P OXA-48
2 A Carbapenémicos  Variavel - GES-2, KPC-2,
P SME-1
3a B Carbanendmicos i + IMP-1, VIM-1, IND-1,
P NDM

aAC. Acido Clavulanico PGrupo funcional das principais ESBLs de importancia clinica.
Adaptado de BUSH; JACOBY, 2010.

Infeccdo e colonizagdo humana por membros da familia
Enterobacteriaceae produtores de ESBLs tem se tornado cada vez mais comum no
mundo todo (ECDC/EFSA/EMA, 2015; NAKAYAMA et al., 2015). Mais de 180 ESBLs
ja foram identificadas em E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e outras
Enterobacteriaceae (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; FLUIT; VISSER; SCHMITZ,
2001; HAWKEY, 1998; RICE; BONOMO, 2005; WRIGHT, 2005).

O primeiro relato de B-lactamase codificada por plasmideo, capaz de
hidrolisar as cefalosporinas de espectro estendido, foi publicado em 1983 (KNOTHE
et al.,, 1983). As ESBLs sao frequentemente carreadas por plasmideos e desta
maneira a presenca delas tem um enorme significado clinico. Plasmideos
responsaveis pela disseminacdo de ESBLs frequentemente carregam genes que
codificam resisténcia a outras classes de drogas (por exemplo, aminoglicosideos)
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(LIEBANA et al., 2013). Assim, os carbapenémicos sdo o tratamento de escolha para
infeccbes graves causadas por organismos produtores de ESBL (KANG et al., 2004,
PATERSON; BONOMO, 2005).

Hoje em dia, as familias de ESBLs mais predominantemente encontradas
séo blactx-m, blatem e blasnv (POIREL; BONNIN; NORDMANN, 2012). Até novembro
de 2016, 222 TEM, 194 sequéncias de SHV e 172 variantes de CTX-M foram
publicadas no banco de dados Lahey (http://www.lahey.org/Studies/).

As enzimas CTX-M séo divididas em 6 principais grandes grupos: CTX-M-
1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 e CTX-M-45 (D'ANDREA et al., 2013;
ROSSOLINI; D'ANDREA; MUGNAIOLI, 2008).

As ESBLs tém se revelado, de longe, as mais bem sucedidas na
disseminacéo no ambiente clinico. E ndo s6 isso, estdo disseminadas na comunidade,
entre os animais de companhia, e de produgéo como bovinos (D'’ANDREA et al., 2013;
EWERS et al., 2012), animais silvestres (GUENTER; EWERS; WIELER, 2011) e
efluentes (CHEN et al., 2010; CHOUCHANI et al., 2013; DHANJI et al., 2011,
TACAO; CORREIA; HENRIQUES, 2012).

2.7.1.1 Carbapenemases

Carbapenemases sdo enzimas presentes em bactérias gram-negativas
gue hidrolisam os carbapenémicos e em geral, todos os antibidticos B-lactamicos
(cefalosporinas e penicilinas) (NORDMANN; POIREL, 2002; QUEENAN; BUSH,
2007).

Segundo a Organizacado Mundial de Saude (OMS), as consequéncias para
o tratamento das infecgbes causadas por estas bactérias sao relevantes, dado que
praticamente ndo existe arsenal terapéutico eficaz para as infec¢des causadas pelos
patogenos produtores de carbapenemases (GUERRA; FISCHER; HELMUTH, 2014).

De acordo com suas propriedades moleculares, as carbapenemases
podem ser reunidas em enzimas de classes A (serino-carbapenemases), B (metalo-
enzimas) e D (oxacilinases), segundo a classificagdo de Ambler. As pertencentes as
classes A e D sao serino-carbapenemases, e as pertencentes a classe B sdo metalo
B-lactamases (NORDMANN; POIREL, 2002; QUEENAN; BUSH, 2007).

As metalo-B-lactamases, compreendem os tipos IMP, VIM e NDM (classe
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B) que sdo as mais frequentemente detectadas em enterobactérias; dentre as serino-
carbapenemases temos as OXA-carbapenemases (classe D), sendo a OXA-48 a mais
frequente em enterobactérias; e as do tipo KPC, tendo como representantes GES e
KPC (classe A) (BUSH; JACOBY, 2010)

Epidemiologicamente, as carbapenemases do tipo KPC e as do tipo NDM
sd0 as mais importantes em enterobactérias, pois ambas apresentaram rapida e

ampla dissemina¢do mundial apos suas descri¢des iniciais (BRASIL, 2013).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, as carbapenemases de classe A
(enzimas KPC) surgiram na Carolina do Norte (EUA) em 1996 e mais tarde se
espalharam para a Europa e outros continentes; as da classe B surgiram como VIM-
1 em E. coli na Grécia, mas rapidamente se disseminaram para K. pneumoniae,
tornando-se endémica no pais, bem como em outros paises europeus; e a OXA-48
surgiu na Turguia em K. pneumoniae, e mais tarde em outros paises do Mediterraneo
(GRUNDMANN et al.,, 2010; NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; NORDMANN;
POIREL; et al., 2011).

Desde sua citacdo inicial no Brasil, varias publicacbes tém demonstrado a
disseminacdo de KPC em todo o territorio, e sua presenca em diversos géneros e
espécies bacterianas, inclusive em gram-negativas ndo fermentadoras (MONTEIRO
et al., 2009; PEREIRA et al., 2013). Sua disseminacdo € um grave problema clinico
e epidemioldgico em diversas instituicbes de saude brasileiras. KPC é a mais

prevalente carbapenemase distribuida no mundo.

NDM é a carbapenemase mais comum dentre as enzimas da classe B em
Enterobacteriaceae. O primeiro caso documentado foi em 2008 na india, embora
analises retrospectivas tenham comprovado o isolamento em Enterobacteriaceae em
amostras guardadas de 2006 (JOHNSON; WOODFORD, 2013). NDM-1 se espalhou
rapidamente para varios paises em todo o mundo e parece ser endémica no Sul da
Asia (KUMARASAMY et al., 2010; PATEL; BONOMO, 2013; YONG et al., 2009). Um
estudo ambiental realizado na india, mostrou que a enzima esté presente em 30% das
aguas superficiais e de esgoto, sendo que também foi detectada na agua destinada
ao consumo humano (WALSH et al., 2011).

Em 2013 foi reportado o primeiro caso de NDM-1 do Brasil, na cidade de

Porto Alegre, no Rio Grande do Sul em isolado de Providencia rettgeri em ambiente
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hospitalar (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). Desde a descri¢ao inicial, a NDM ja foi
reportada em outros microrganismos no mesmo Estado Brasileiro (ROZALES et al.,
2014), no Rio de Janeiro (PEREIRA et al., 2014) e em Londrina no Parana
(PILLONETTO et al., 2014).

A presenca de genes codificadores de carbapenemases em Bacilos Gram-
negativos (BGN) de bovinos, animais de companhia e animais silvestres ja é uma
realidade. Em alimentos, a ocorréncia destes isolados ainda néo foi relatada, mas em
analogia com outros mecanismos de resisténcia, podemos supor que é apenas uma
guestao de tempo (GUERRA; FISCHER; HELMUTH, 2014).

Apesar da importancia clinica e epidemioldgica que possuem, a prevaléncia
destes genes em bactérias zoonGticas comensais ou de animais é desconhecida. A
partir disso, torna-se necessdaria uma intensificacdo da vigilancia sobre a ocorréncia
de bactérias carreadoras de B-lactamases na cadeia alimentar e de outras fontes de
origem animal, a fim de conhecer melhor o reservatorio ambiental destes genes e
contribuir para a formulacdo de medidas que busquem reduzir a sua propagacao
potencial (DE JONG et al., 2014).

2.7.2 Resisténcia as polimixinas

A resisténcia as polimixinas até novembro de 2015 era caracterizada por
mutacdes cromossomais e ndo representava risco quanto a disseminacao rapida
dessa resisténcia. Entretanto, a recente e crescente identificacdo de um mecanismo
de resisténcia a polimixina mediada por plasmideo através do gene mcr-1 entre
isolados da familia Enterobacteriaceae de humanos e animais tem causado
preocupacao (LIU et al., 2016).

MCR-1 ¢é wuma fosfoetanolamina transferase, que modifica o
lipopolissacarideo adicionando fosfoetanolamina ao lipideo A, o que reduz a carga
anionica do LPS e, subsequentemente, a sua afinidade as polimixinas (LIU et al.,
2016).

Transcorridos seis meses da primeira descricao, verificou-se que o gene
mcr-1 ja foi identificado na maioria dos continentes (Figura 3). Foi isolado de animais
produtores de alimentos, do ambiente, incluindo aguas de rio, de alimentos como
carnes e legumes, de pacientes infectados e humanos portadores assintomaticos,

incluindo viajantes internacionais, de animais de companhia, de aves silvestres, além
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de ter sido encontrado em varias especies bacterianas, e em varios plasmideos
diferentes. E. coli € o principal hospedeiro de MCR-1 sendo uma das espécies
bacterianas mais amplamente distribuida entre ambiente, animais e seres humanos
(SKOV; MONNET, 2016).

A grande preocupacdo € a existéncia do gene mcr-1 entre plasmideos
conjugativos carreadores de outros genes de resisténcia como de ESBL e de
carbapenemases (ANJUM et al., 2016; CANNATELLI et al., 2016; DOUMITH et al.,
2016; FALGENHAUER et al., 2016; GAO et al., 2016; HAENNI et al., 2016b; LI et
al., 2016; MALHOTRA-KUMAR et al., 2016; SUN et al., 2016; XAVIER et al., 201643,
YANG et al., 2016; YAO et al., 2016; YE et al., 2016; ZHI et al., 2016), apoiando a
co-transferéncia e a persisténcia deste gene sob a seletiva pressdo imposta através
da utilizacdo de antibiéticos (SCHWARZ; JOHNSON, 2016). A possibilidade do
mesmo plasmideo carrear mais genes de resisténcia, além do mcr-1 ja foi chamado
pela comunidade cientifica de “apocalipse dos antibidéticos” (NORDMANN; POIREL,
2016).

A propagacao determinante de MCR-1 pode seguir a mesma tendéncia
observada para ESBLs do tipo CTX-M. Foi localizada primeiro em E. coli, em seguida,
em espécies nosocomiais, em K. pneumoniae sendo fonte de mudltiplos surtos
(NORDMANN; POIREL, 2016).

As polimixinas (polimixina B e E) ndo sdo usualmente utilizadas na
medicina humana. Contudo, devido ao aumento de isolados resistentes aos
carbapenémicos, elas acabam sendo o ultimo recurso para o tratamento de infec¢cdes
graves causadas por enterobactérias e Acinetobacter spp. para as quais outras
opcOes de tratamento sdo limitadas. J& na medicina veterinéria, as polimixinas sao
largamente utilizadas, principalmente para o controle de diarreia em suinos e em aves
de producéo (EMA, 2013).

Dados relativos a quantidade de colistina (polimixina E) utilizada no mundo
sdo escassos. Porém na China, Liu e colaboradores informaram que 12.000 toneladas
de colistina foram utilizadas em 2015 neste pais e que o gasto com colistina para uso
veterinario aumentou de USD 8,7 bilhdes no ano de 1992 para uma projecéao de USD
43 bilhdes em 2018 (LIU et al., 2016).

O fato do gene que medeia a resisténcia a colistina estar sendo identificado

principalmente nos animais, combinado com 0 seu uso muito maior neste grupo do
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gue em seres humanos, tem contribuido para a percep¢éo de que o problema tem de
ser resolvido primeiramente na medicina veterinaria (NORDMANN; POIREL, 2016).

A deteccédo de microrganismos produtores de MCR-1 pode ser dificil porque
in vitro os niveis de resisténcia a colistina nas amostras podem ser baixos (DU et al.,
2016; FALGENHAUER et al.,, 2016; HAENNI et al.,, 2016b; LIU et al., 2016;
NORDMANN et al., 2016; POIREL et al., 2016).

Entretanto, caso os indices de resisténcia ndo sejam detectados
precocemente na pratica clinica humana e medidas de controle adequadas néo sejam
implementadas, o mundo podera enfrentar surtos hospitalares de infec¢des para as
quais haverd pouco, ou nenhuma opcao de tratamento antibiético (NORDMANN;
POIREL, 2016).

Cabe ressaltar que a recente descoberta do gene mcr-2 que também
confere resisténcia a colistina, ressalta a importancia deste mecanismo e que medidas
devem ser adotadas visando a mudanca de praticas quanto a utilizacdo de colistina
na medicina animal (XAVIER et al., 2016b).

Casos de mcr-1 reportados no Mundo

- Distribuigio geografica do gene mcr-1 até 23 de abril de 2016

- Caso mais recente reportado de mcr-1 no Mundo (EUA)

Primeiro caso reportado de mcr-7 no Brasil (RS)

Figura 3. Distribuicdo geografica do gene mcr-1 no mundo?.
aAdaptado de LENTZ, et al., 2016.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Determinar a prevaléncia de genes de resisténcia em isolados de E. coli
provenientes de frangos de corte.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar a prevaléncia dos genes blacrtx-m, blasnv e blatem nos
isolados de E. coli em estudo;

b) Avaliar a presenca de carbapenemases blawre -type, blaviv -type, blanowm-
1, blakpc -type, blaces -type, blaoxa-4g N0os isolados;

c) Pesquisar o gene mcr-1 em isolados de E. coli provenientes de frangos
de corte;

d) Relacionar o consumo de antimicrobianos com a identificagdo dos genes

de resisténcia.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e transporte das amostras

A coleta das amostras foi realizada na plataforma de abate de um
abatedouro frigorifico de aves localizado no Rio Grande do Sul, com Inspecéo Federal
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Elas ocorreram em cinco dias diferentes entre os meses de agosto e
outubro de 2015. Foram coletadas 340 aves distribuidas em 17 lotes (20 animais por
lote), sendo que cada lote continha em média 14.000 animais. Foram seguidas as
recomendacdes do Manual Veterinario de Colheita e Envio de Amostras da
Organizacéo Pan Americana de Saude - OPAS (CASTRO et al., 2010).

A partir dos caminhdes que aguardavam na area de espera, cada ave foi
retirada da caixa de transporte, coletada e recolocada em uma nova caixa que era
disponibilizada pelo abatedouro. Um dos membros da nossa equipe realizava a
contencado da ave e outro a coletava.

Foi realizada de modo asséptico, através da introducdo de suabe no orificio
cloacal das aves, onde entéo foram realizados movimentos circulares para obtencéo

da amostra. Foi utilizado um suabe por ave e, apos a coleta, eles foram colocados no
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tubo contendo o meio de transporte Stuart (Absorve®).

Durante a coleta, a equipe utilizou uniforme descartavel, toucas e luvas
para manejar as aves, visando a manutencéo da biosseguranca no local e a protecéo
dos membros da equipe. Cuidados adicionais foram realizados para que o suabe néo
tocasse nada além da area amostrada (maos dos coletadores, patas, outros tecidos,
etc.), prevenindo a contaminacao por microrganismos estranhos ao estudo.

N&o foi causado qualquer dano ou sofrimento aos animais. As coletas
foram realizadas de forma rapida e precisa, de maneira a nao interferir no
funcionamento da planta frigorifica. Conforme o guia da severidade, estes
procedimentos estdo abaixo do limiar inferior, com uma necessidade de contengéo
fisica minima.

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até o laboratorio.

E seu processamento aconteceu no mesmo dia da coleta.

A definicdo do numero de amostras foi realizada juntamente ao Laboratorio
de Epidemiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Levando em consideracdo uma sensibilidade de 100%,

prevaléncia de 1% e o nivel de confianca de 95% para uma populagéo infinita.

4.2 Processamento das amostras
As amostras foram processadas no Laboratorio de Microbiologia 166 do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os suabes foram embebidos em 10mL de Caldo Triptona Caseina de Soja
(TSB- KASVI), contendo um disco de ceftazidima de 30ug e ampicilina de 10ug e
foram incubados por 18 a 24 horas a 37 °C. O objetivo da adicao da ceftazidima foi
selecionar apenas as cepas resistentes a esta cefalosporina e a adicdo de ampicilina
visou minimizar o crescimento de Enterococcus spp. conforme recomendacéo da
ANVISA para culturas de vigilancia (BRASIL, 2013).

Apoés o crescimento bacteriano no meio liquido, foi realizada semeadura
em agar MacConckey (HIMEDIA) transferindo material a partir do meio liquido e
realizando semeadura por esgotamento. A partir deste esgotamento as placas foram
incubadas por 18 a 24h a 37°C.
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4.3 Identificagéo de Escherichia coli

A colbnias que apresentaram morfologia caracteristica de E. coli, foram
identificadas usando meio seletivo sélido Eosin Methylene Blue Agar (EMB - OXOID)
e testes bioquimicos. Apoés identificacdo, os 343 isolados de Escherichia coli foram
estocados em duplicata, em tubos criogénicos de 2mL contendo caldo nutriente Brain
Heart Infusion (BHI - OXOID) com glicerol 16%, a -20°C no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) e a -80°C no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
para posterior caracterizacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana e testes

moleculares.

4.4 Avaliacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para avaliacdo do perfil de susceptibilidade foram utilizados farmacos
representativos das seguintes classes de antimicrobianos: B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos), aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
inibidores da via do folato e lipopeptideos. Os métodos utilizados foram o teste de
disco difusdo em Agar Mueller Hinton (OXOID), determinacdo da concentracéo
inibitéria minima (CIM) por microdiluicdo em caldo para a polimixina B e E (colistina)
e também a determinacdo da CIM para Imipenem e Meropenem através de fita de
gradiente de concentracéo (E-test®).

Para a realizacdo do teste de disco difusdo e CIM para Imipenem e
Meropenem, foi preparada uma suspenséao bacteriana 0,5 da escala de McFarland,
através da utilizacdo de densitbmetro (DENSICHEK™ PLUS) seguindo as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).

A cepa padrdo de E. coli ATCC 25922 foi utilizada para controle de
qualidade da execucao e confiabilidade dos resultados.

Apos 18h de incubacéo a 35°C, os resultados foram interpretados, e os
isolados classificados como “sensiveis” (S), “intermediarios” (I), ou “resistentes” (R)
para os antimicrobianos avaliados, de acordo com o CLSI, 2015.

A escolha das drogas antimicrobianas utilizadas teve como base as
principalmente empregadas sob o ponto de vista humano e veterinario e também foi
baseada na orientacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no que tange a
utilizacdo de determinados antimicrobianos no monitoramento da resisténcia

bacteriana.
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4.4.1 Avaliacao do perfil de susceptibilidade a polimixina

O perfil de suscetibilidade a Polimixina B e colistina também foi realizado.
No entanto, como ndo existe uma padronizagdo para avaliar a susceptibilidade in
vitro pelo método de disco difusédo para este antibidtico, realizou-se através da
determinacdo da CIM pelo método de microdiluicio em caldo de acordo com a
metodologia descrita pelo CLSI (2015). A CIM é a menor concentracdo de
antimicrobiano capaz de impedir o crescimento bacteriano (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016).

Preparou-se uma suspensao bacteriana na escala 0,5 de McFarland, e
posteriormente a suspensao foi diluida 1:100. As dilui¢des do antimicrobiano variaram
de 0,125 pg/mL até 128 pg/mL.

Para o controle da qualidade de execucao e confiabilidade dos resultados
obtidos, foi utilizada cepa padréo de Escherichia coli ATCC 25922.

A interpretacdo dos resultados foi realizada segundo o European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

4.5 Extracdes de DNA para pesquisa genotipica

O DNA foi extraido por lise térmica. Os isolados congelados foram entéo,
primeiramente cultivados em Agar Mueller Hinton a 37°C por um periodo
compreendido entre 18 e 24h. Apds o cultivo, foram selecionadas 2 a 3 colbnias e
realizada entdo uma suspensdo bacteriana a 0,5 na escala de McFarland. Ela foi
preparada em 500 pL de tampédo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,8) e entdo
submetida a uma temperatura de 80°C em banho seco por 20 minutos e depois por
mais 20 min em uma temperatura de -80°C. ApGs este procedimento que durou 40min
a solucéo foi submetida a centrifugagao por quatro minutos a 5.000 rpm. O precipitado
foi entdo desprezado e o sobrenadante utilizado, o qual foi estocado a -80°C para

posterior utilizacao.

4.6 Teste genotipico para pesquisa de mcr-1

Para detectar a presenca do gene mcr-1 foi realizada técnica de Reacédo
em Cadeia de Polimerase (PCR) in house usando os primers de Liu e colaboradores
(LIU et al., 2016) sendo que as condi¢des para realizacao do PCR foram adaptadas.
O controle positivo foi um isolado de E. coli portador do gene mcr-1 gentilmente cedido

pela Faculdade de Ciéncias da Universidade de Fribourg (Suica).
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O volume total da reacao foi de 25uL: 1,8uL MgCl2 50mM (Invitrogen®), 2,5
ML de cada dNTP a 2,5mM(Ludwig®), 0,4uL de Taq DNA polimerase a 5U/uL
(SUPER-THERM POLYMERASE, JMRHoldings®), 2,5 yL de tampao de reacdo 10X
(Invitrogen®), 0,7uL de cada oligonucleotideo iniciador a 10mM (1,4uL de primer F+R)
(IDT®), 11,4 pL de &gua estéril, 5uL de extracdo de DNA.

A amplificacdo do DNA foi realizada com o Termociclador Veriti Thermal
Cycler (Veriti®) de acordo com o programa que segue: ciclo de desnaturacao inicial
foi de 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, anelamento
59°C por 45 segundos, extensdo de 72°C por 30 segundos e uma extensao final a
temperatura de 72°C por 3 min.

Para observacdo dos produtos da PCR, foi realizada eletroforese em gel

de agarose e os produtos foram purificados e sequenciados.

4.6.1 Conjugacéao bacteriana

Para a realizacdo do experimento de conjugacéao, os isolados de interesse
e a cepa E. coli J53 (azida resistente) foram incubados separadamente visando a
promocao do crescimento em caldo Luria Bertani (LB - DIFCO) a 37°C por 18 a 24h a
150 rpm. ApoOs o crescimento bacteriano, 100uL das culturas bacterianas,
separadamente, foram transferidas para 5mL de caldo LB, utilizando um tubo falcon
de 50mL. As mesmas foram reincubadas a 37°C até que atingissem DO em 600nm
de 0,5-0,7, o que ocorreu aproximadamente 3h apds esta incubacédo. Utilizando um
microtubo de 1,5mL, foram adicionados 900uL da cepa doadora (mcr-1 positiva) e
100uL da cepa receptora E. coli J53. Foram entédo centrifugados por 5min a 10000rpm
a 4°C, em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi entdo descartado e adicionado
100uL de caldo LB. O conteudo foi entdo homogeneizado com auxilio de uma
micropipeta. Em uma placa de agar LB, foi adicionada uma membrana de 0,22um e
adicionados 100uL da suspenséao bacteriana homogeneizada anteriormente sobre a
membrana. A placa foi entdo incubada a 37°C por 18 a 24h em estufa com meio de
cultura para baixo. Apos a incubacdo a membrana foi retirada da placa de agar LB,
com auxilio de uma pinca e colocada no tubo Falcon de 50mL (contendo 5mL de caldo
LB). A suspenséo foi entdo submetida a agitacdo em vortex até que ocorresse o
desprendimento do crescimento bacteriano da membrana. Com auxilio de uma alga
de Drigalski, foi inoculado 100uL da suspensdo bacteriana em uma placa de LB

contendo 1ug/L de polimixina e 1mg/mL de azida sédica. As placas foram entéo
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incubadas por 18h a 24h a 37°C em estufa e a observagao do crescimento bacteriano
foi ent&o verificada.
Os transconjugantes, foram submetidos a técnica de PCR para confirmacéo

da presenca do gene mcr-1.

4.7 Pesquisa de ESBL fenotipica e genotipica

Para realizacdo dos testes fenotipicos para ESBL foram realizados testes
de disco combinado. Esse teste é baseado na utilizacéo dos discos de antimicrobianos
de ceftazidima (30ug) e cefotaxima (30ug) isoladamente e em associagdo com acido
clavulanico 1000 pg/mL (Figura 4) conforme recomendado pelo CLSI. A producéo de
ESBL foi verificada pelo aumento (= 5mm) no didmetro do halo de inibicdo dos discos
contendo o antibiético em combinacdo com o acido clavulanico se comparados ao

mesmo antibacteriano sem a presenca deste inibidor.

Acido Clavulé@nico
10uL de solucdo a

Sem 1000pg/mL

aditivo

O

Figura 4. Representacdo esquematica da montagem do teste fenotipico para pesquisa

de ESBL pelo método de disco combinado.
aCAZ: Disco de ceftazidima 30ug; CTX: Disco de Cefotaxima 30ug.

4.7.1 Pesquisa de ESBL genotipica

Foram pesquisados os 3 genes mais importantes codificadores de ESBLSs:
SHV, TEM e CTX-M, ja descritos anteriormente.

Tendo em vista a quantidade expressiva de isolados, para a realizagao da
PCR foi realizado primeiramente um screening agrupando 4 isolados por vez.

A pesquisa dos referidos genes de resisténcia foi realizada através da
técnica de PCR convencional, e os primers utilizados foram descritos por Hijazi e
colaboradores (HIJAZI et al., 2016) (Tabela 2). Quando o screening foi positivo, o PCR
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foi repetido para cada uma das amostras do pool em separado.

A partir da confirmacao dos isolados positivos aos genes pesquisados, um
novo PCR in house foi realizado utilizando novos primers (Tabela 2), seguido por
purificacdo e sequenciamento a fim de identificar as variantes produzidas
principalmente, pelos isolados TEM e SHV positivos, para confirmar a produgéao de
ESBLs. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas e comparadas com as
sequéncias disponiveis na base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), usando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e também atraves
do Geneious v.R10. Também foram comparadas com as disponiveis no banco de
dados Lahey (http://www.lahey.org/Studies/).

4.7.1.1 Pesquisa SHV

O volume total utilizado para a realizacdo de PCR foi de 25uL. A reacao
continha 1,0uL MgCl2 50mM(Invitrogen®), 2,5 uL de cada dNTP a 2,5mM(Ludwig®),
0,4uL de Taq DNA polimerase a 5U/uL (SUPER-THERM POLYMERASE,
JMRHoldings®), 2,5 uL de tampédo de reacdo 10X (Invitrogen®), 1,0uL de cada
oligonucleotideo iniciador a 10mM (2L de oligonucleotideos iniciadores F+R) (IDT®),
11,6 pL de agua estéril, 5uL de extracao de DNA.

A amplificacdo do DNA foi realizada com o Termociclador Veriti Thermal
Cycler (Veriti®) de acordo com o programa que segue: ciclo de desnaturacao inicial
94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, anelamento 61°C por 30
segundos, extensdo 72°C por 1min e uma extenséo final a temperatura 72°C por 5min.
Para todas as reac0es foi incluido controle positivo de amostras gentilmente cedidas

pelo Hospital das Clinicas de Curitiba.

4.7.1.2 Pesquisa TEM e CTX-M:

O volume total utilizado para a realizacdo de PCR foi de 25uL para a
pesquisa de cada um dos genes. A reacao para ambos foi a mesma, com as mesmas
concentracbes e mesmas condi¢des de ciclagem: 1,8uL MgClz 50mM(Invitrogen®),
2,5uL de cada dNTP a 2,5mM(Ludwig®), 0,4uL de Tag DNA polimerase a 5U/uL
(SUPER-THERM POLYMERASE, JMRHoldings®), 2,5uL de tampéao de reacao 10X
(Invitrogen®),0,7uL de cada oligonucleotideo iniciador a 10mM (1,4uL de primer F+R)
(IDT®), 11,4 uL de agua estéril, 5uL de extracdo de DNA. A amplificacdo do DNA foi

realizada com o Termociclador Veriti Thermal Cycler (Veriti®) de acordo com o


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi568q73YjSAhXJgpAKHSo9CWYQFgg0MAc&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FNational_Center_for_Biotechnology_Information&usg=AFQjCNHzFRRcdc3L4O9W4fwcbK10m4jdqw&sig2=HJyBr2AdzB6tt9s8UDglQw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi568q73YjSAhXJgpAKHSo9CWYQFgg0MAc&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FNational_Center_for_Biotechnology_Information&usg=AFQjCNHzFRRcdc3L4O9W4fwcbK10m4jdqw&sig2=HJyBr2AdzB6tt9s8UDglQw
http://www.lahey.org/Studies/
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programa que segue: ciclo de desnaturacgéo inicial 95°C por 5 min, 40 ciclos de 95°C

por 45 segundos, anelamento 61°C por 45 segundos, extensdo 72°C por 1min e uma

extensdo final a temperatura 72°C por 5min. Para todas as reacfes foi incluido

controle positivo de amostras gentilmente cedidas pelo Hospital das Clinicas de

Curitiba.

Tabela 2. Primers e condicdes de PCR utilizadas para a pesquisa dos genes: blarem, blasnv,
blacrx-w, blave -type, blaviv -type, blanom-1, blakec -type, blaces -type, blaoxa-4s, € mer-1.

Antin?ilcarsc’)sb?anos R(égins?(gndc?a Am(Bl[l)():Oﬂ Primers (5°- 3') Referéncia
B-lactamicos SHVF 214 GATGAACGCTTTCCCATGATG
SHV R CGCTGTTATCGCTCATGGTAA
TEMF 431 AGTGCTGCCATAACCATGAGTG HIJAZI et al.,
TEMR CTGACTCCCCGTCGTGTAGATA 2016
CTX-MF 593 ATGTGCAGYACCAGTAARGT
CTX-MR TGGGTRAARTARGTSACCAGA
*B-lactamicos SHVF 795 TTATCTCCCTGTTAGCCACC DIERIKX et al.,
(sequenciamento) SHV R GATTTGCTGATTTCGCTCGG 2010
TEMF 964 GCGGAACCCCTATTTG
TEMR ACCAATGCTTAATCAGTGAG
CTX-MF 585 SCSATGTGCAGYACCAGTAA
CTX-MR ACCAGAAYVAGCGGBGC OJDAZ%ﬁft al
Carbapenémicos NDM F 82 TTGGCCTTGCTGTCCTTG
NDM R ACACCAGTGACAATATCACCG
IMP F 120 GAGTGGCTTAATTCTCRATC
IMP R AACTAYCCAATAYRTAAC
OXA-48 F 177 TGTTTTTGGTGGCATCGAT
OXA-48 R GTAAMRATGCTTGGTTCGC MONTEIRO et
VIM F 382 GTTTGGTCGCATATCGCAAC al., 2012
VIM R AATGCGCAGCACCAGGATAG
GESF 594 CTATTACTGGCAGGGATCG
GESR CCTCTCAATGGTGTGGGT
KPC F 785 TCGCTAAACTCGAACAGG
KPC R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
Lipopeptideo MCR F 259 CGGTCAGTCCGTTTGTTC LIU et al., 2016
MCR R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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4.8 Detecc¢éo dos produtos de PCR

Os produtos da amplificacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% em tampéo TBE com adi¢céo de 0,1uL/mL de corante SYBR Safe
DNA Gel Stain 10.000X (Invitrogen®). Apds 25min de corrida eletroforética o gel foi
observado em transiluminador. A presenca dos fragmentos de 214pb, 431pb, 593pb,
e 259pb foram considerados positivos para os genes: blasnv, blatem, blactx-m, € mcr-

1, respectivamente.

4.9 Testes genotipicos para pesquisa de carbapenemases

A deteccgédo da presenca dos genes blave -type, blaviv -type, blanowm-1, blakec
-type, blaces -type, blaoxa-ss, foi realizada através da técnica de PCR em Tempo Real
utilizando a tecnologia de curva de desnaturacdo de alta resolucdo por multiplex
(Multiplex HRM Real Time PCR) adaptada de Monteiro e colaboradores (MONTEIRO
et al., 2012). O DNA foi extraido por lise térmica conforme descrito no item 4.5. Cada
12,5uL do mix do PCR continha 6,25uL de MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied
Biosystems), 5,5 pyL primers (0,5uL dos primers: GES, KPC, NDM, OXA, VIM e 3uL
de IMP), 0,25 uL de &gua ultrapura para PCR e 0,5uL de DNA. As condi¢bes de reacdo
foram: 95°C 5 min, 35 ciclos (95°C 20s, 54°C 45s, 72°C 30s), passos da curva de
desnaturacao (Melt curve step) de 65°C com incremento de 0,1°C/s até 95°C, com
aquisicao de fluorescéncia a cada 1s. O equipamento utilizado foi o Real Time PCR
StepOne® (Applied Biosystems®). O controle negativo utilizado foi agua livre de
RNAse e DNAse e o0s controles positivos foram: Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) A28008 (KPC+), P. aeruginosa 395 (IMP+), P. aeruginosa 81-11963A
(VIM+), K. pneumoniae NCTC BAA2146 (NDM-1+), P. aeruginosa 48-8896A (GES+)
e K. pneumoniae 68-5227A (OXA-48+), portadores dos respectivos genes de
resisténcia, gentilmente cedidas pelo Laboratério Especial de Microbiologia Clinica
(LEMC) da Escola Paulista de Medicina. Os resultados foram dados pelas curvas de
desnaturacdo dos genes testados. Esta técnica foi realizada no Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre em parceria com o Laboratorio
de Resisténcia Bacteriana (LABRESIS). Os primers e caracteristicas dos amplicons

encontram-se descritos na Tabela 2.

4.10 Macrorestricdo do DNA e eletroforese em gel de campo pulsado
Os isolados bacterianos foram primeiramente repicados para o Agar
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MacConkey e incubados overnight a 37°C. ApOs esta etapa, colénias foram entédo
transferidas para caldo Mueller Hinton (KASVI) e incubadas por 18 a 24h na estufa a
37°C.

A concentracao dos microrganismos foi padronizada, através da leitura em
espectrofotometro, conforme instrugbes do protocolo do PulseNet. 1mL do
crescimento bacteriano foi transferido para um eppendorf e centrifugado a 12000rpm
por 20min. Apos esta centrifugacéo o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi
ressuspendido em 1mL de tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,8),
homogeneizado e novamente centrifugado a 12000 rpm por 20min e o sobrenadante
novamente desprezado. AplOs estas etapas, o0 sobrenadante foi novamente
ressuspendido em 400uL de TE e homogeneizado no vortex. Os tubos foram entdo
colocados com a suspenséao bacteriana no banho maria a 37°C para posterior adicao
a agarose e confec¢do dos blocos.

Para a confec¢éo dos blocos (plugs) foi utilizada agua ultrapura (Milli-Q) e
a concentracdo do gel de agarose foi de 2%. ApOs a sua preparacao, foi colocado em
banho maria (BM) a 56°C.

A partir disso foram transferidos entdo 500uL da agarose do banho a 56°C,
para os tubos com 400uL da suspenséo bacteriana (do banho a 37°C). Foi realizada
a homogeneizacdo com a pipeta e transferida toda a suspensdo para os moldes
(moldes proprios), evitando a formacdo de bolhas. Os moldes foram deixados na
geladeira por 30min. Apds o endurecimento dos blocos, foi retirado o excesso e 0s
blocos foram empurrados com cuidado, para dentro de um tubo falcon e adicionada a
solucéo de lise (3,5mL de tampao de lise (1M NaCl - 10mM Tris pH 8,0 - 200mM Naz-
EDTA — 0,5% N-Laurilsarcosina (N-Lauroylsarcosine sodium salt) e 0,2% Dodecil
Sulfato de Sédio (Deoxycholic acid sodium salt) e 70uL de lisozima a 50mg/mL). Os
tubos foram entéo incubados, contendo os blocos e a solugéo de lise no BM a 37°C
por £24h. Apés este periodo a solucao de lise foi desprezada com uma pipeta pasteur
e a digestéo proteica foi entdo realizada com agéo de proteinase K através da adicédo
da solugdo ESP (3,5mL de tampao ES (0,5M EDTA - 1% sarcosina e 114uL de
Proteinase K 20mg/mL), que foi adicionada aos tubos contendo os blocos que
permaneceram no BM a 56°C por +24h. Este procedimento foi novamente repetido,
desprezando-se a solugao anterior e novamente adicionando uma nova solugéo ESP

gue foi incubada em BM a 56°C por mais 24h.
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Apés as etapas de lise e digestéo, realizou-se a lavagem dos blocos, que
foi realizada a temperatura ambiente sob agitacdo (57rpm/min) uma vez com agua
Milli-Q, durante 15min e seis vezes com tampéao TE, por 30min. A extracdo do DNA
total foi realizada nos blocos de agarose previamente preparados, 0os quais foram
submetidos a digestdo com a enzima Xbal (Thermo Scientifics, EUA).

Os tubos foram incubados com a enzima a 37°C por 18 a 24h em BM. Antes
da corrida, os plugs foram retirados e colocados numa placa de petri e sacados com
papel filtro.

Para a realizacdo da corrida eletroforética foi preparado gel de agarose
1,0% com tampao TBE 0,5X Trisborato - EDTA (Tris 0,089 M; acido boérico 0,089 M;
EDTA, 0,002 M). Cada plug retirado do eppendorff foi posto em um dos pocos do gel
de corrida. Os pocos foram recobertos com o gel de agarose. A eletroforese foi
realizada no sistema CHEF DR-Il (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA), seguindo os
padrbes de variacdo de corrente elétrica inicial 5 segundos, tempo final 30 segundos
e tempo de corrida de 23 horas a 12°C e utilizando uma corrente elétrica de 200 volts
(6V/cm). O marcador Lambda Ladder PFG Marker foi utilizado para comparar o
tamanho dos fragmentos, sendo adicionado na primeira e na Ultima posi¢ées do
gel. Apds a eletroforese, o gel foi corado em solugéo de brometo de etidio (2ug/mL,
Sigma) por uma hora e descorado em agua destilada, e entdo fotografado sob luz
ultravioleta. Os perfis migratérios obtidos apés a fotografia do gel foram analisados
visualmente pelo coeficiente de similaridade de Dice, com 1,0% de otimizacao e
tolerancia. Os perfis foram agrupados usando média aritmética ndo-ponderada
(UPGMA) para construcdo de dendrogramas no software BioNumerics (Applied
Maths, A., USA). Isolados apresentando similaridade >80% foram considerados
relacionados ao mesmo grupo.

Todos os isolados mcr-1 positivos foram submetidos a esta técnica, a fim

de investigar sua relacdo genética.

4.11 Sequenciamento completo do genoma

O sequenciamento completo do genoma bacteriano de 4 isolados mcr-1
positivos foi realizado através da plataforma de sequenciamento de nova geragao
(NGS) lllumina MiSeq. A extracao total do DNA foi realizada através de kit comercial
HiYield™ Genomic DNA Mini Kit (Real Genomics™). As leituras obtidas foram

montadas usando o Software A5.2 e 0s contigs foram anotados manualmente atraves
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do Geneious v. R9. A identificacdo de genes de resisténcia e de plasmideos foi

realizada usando ResFinder 2.1 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder; usando

um limiar de 98% para identificacdo do gene) e PlasmidFinder (95% de limiar para

identificacdo da sequéncia), respectivamente. A determinacdo das STs foi realizada

através do meétodo in silico utilizando o esquema de Achtman MLST (Multilocus

Sequence Typing).

Um fluxograma de todos os testes realizados com as amostras esta

disposto abaixo.
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Figura 5. Fluxograma relativo aos testes realizados com as amostras.

5. ASPECTOS ETICOS

Foram respeitados os preceitos legais da Comissdo de Etica no Uso de
Animais—CEUA/UFRGS, conforme o disposto na Lei Federal n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 estabelecidos para pesquisa com animais. O Projeto de n° 29445 foi

submetido e aprovado junto a CEUA-UFRGS (ANEXO C).



6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do consumo de antimicrobianos
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Conforme Boletins Sanitarios dos lotes dos animais (ANEXO B), todas as

aves receberam os mesmos antimicrobianos como promotores de crescimento

durante toda a sua vida (42 dias em média) (Tabela 3). Apenas aos animais dos lotes

10 e 11 foi administrada doxiciclina com finalidade terapéutica. A maioria dos

antibioticos utilizados é de uso estritamente veterinario. Excecédo se faz a bacitracina

que é utilizada na medicina humana somente em formulacdes tdpicas e a doxiciclina

que é um antibiotico da classe das tetraciclinas também utilizado na medicina humana

em formulacdes orais.

Tabela 3. Informacgdes dos Boletins Sanitarios referente ao uso de antimicrobianos

dos animais em estudo.

Lotes N@ Data Nicarbazina® e Bacitracina® Salinomicina® Doxiciclina®
coleta Narasina® Avilamicina'

2015 Data Data Data Data Data Data Data Data

Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio  Fim
1 20.000 10/08 30/06 19/07 30/06  19/07 21/07 04/08 N/AR
2 16.800 10/08  29/06 18/07 29/06 18/07 20/07 04/08 N/A
5 13.400 26/08 14/07 30/07 14/07  30/07 31/07 20/08 N/A
6 12.800 26/08 16/07 01/08 16/07 01/08 03/08 20/08 N/A
7 12.800 26/08 16/07 01/08 16/07 01/08 03/08 20/08 N/A
8 13.400 26/08 16/07 01/08 16/07 01/08 03/08 20/08 N/A
9 30.000 10/09 29/07 14/08 29/07  14/08 16/08 04/09 N/A

10 21.850 10/09 31/07 19/08 31/07 19/08 21/08 04/09 01/09 03/09

11 21.850 10/09  31/07 19/08 31/07 19/08 21/08 04/09 01/09 03/09
12 24.800 23/09 12/08 31/08 12/08 31/08 02/09 17/09 N/A
13 11.700  23/09  11/08 30/08 11/08 30/08 01/09 17/09 N/A
14 11.700 23/09 11/08 30/08 11/08 30/08 01/09 17/09 N/A
15 6.300 23/09  12/08 31/08 12/08 31/08 02/09 17/09 N/A
16 9.900 28/10 17/09 06/10 17/09 06/10 07/20 22/10 N/A
17 9.900 28/10  17/09 06/10 17/09 06/10 07/10 22/10 N/A
18 18.500 28/10 15/09 04/10 15/09 04/10 06/10 22/10 N/A
19 18.500 28/10  15/09 04/10 15/09 04/10 06/10 22/10 N/A

Periodo de caréncia: @8N: nimero de animais em cada lote; ¢10dias; 9sem caréncia; ¢"95 dias; "N/A: Droga

nao administrada
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6.2 Pesquisa genotipica e fenotipica de ESBLs

Todos os isolados foram investigados para a presenca dos genes CTX-M,
SHV e TEM, sendo que 57 (16,6%) foram positivos para pelo menos um deles (Figura
6e7).

CP CN A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 A13 A14 A15 A16 A17 A18 A19 A20 A21

L]

i

N -y
Bl I T T T L

Figura 6. Gel de agarose do resultado do PCR para o gene blactx-m (Screening com pool de amostras).
*CP: Controle positivo da reacédo; CN: Controle Negativo da reagdo; Al a A21 amostras realizadas com 4 DNAs
em cada reagéo.

S 81 828384CC1C2C3C4 TT1IT2T3T4 TS5

Figura 7. Gel de agarose do resultado do PCR realizado com as amostras individuais para os genes
blasnv, blactx-m e blatem. *S: Controle positivo SHV, S1 a S4 amostras individuais; C: Controle positivo CTX-M,
C1 a C4 amostras individuais; T: controle positivo TEM, T1 a T5 amostras individuais.

A distribuicdo dos genes encontrada foi: 3 isolados positivos para SHV
(5,2%), 18 para CTX-M (31,6%), 30 para TEM (52,6%) e 6 isolados (10,5%)
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apresentaram CTX-M e TEM concomitantemente (Tabela 4).

Os resultados do sequenciamento demostraram que todos os isolados
positivos ao gene TEM foram produtores da enzima TEM-1, que possuem como
substrato preferido penicilinas e cefalosporinas, ndo sendo produtores de ESBLSs.

27 isolados foram produtores de ESBLs. Os isolados SHV positivos
apresentaram duas variantes, SHV 18 e SHV 2a (Tabela 4) produtoras de [-
lactamases de espectro estendido e 23 isolados foram portadores do gene CTX-M
pertencentes ao grupo CTX-M-2 e um isolado portava o gene CTX-M-8 (Tabela 4).

No teste fenotipico para pesquisa de ESBL, 25 isolados (44%) foram
positivos, e em 22 destes o substrato que detectou a producdo de ESBL foi a
cefotaxima. De todos positivos nos testes fenotipicos, 22 (88%) confirmaram a
presenca do gene CTX-M por PCR.

Das cepas produtoras de ESBLSs, mais de 51% (Tabela 4) concentraram-
se nos lotes 18 e 19, oriundos do mesmo produtor “N”.

Os resultados demonstraram que mais de 67% dos isolados puderam ser
agrupados em 8 perfis de resisténcia (Tabela 4), enquanto 19 isolados apresentaram
perfis distintos. Os perfis de resisténcia mais prevalentes foram: Perfil 1 com 11
ocorréncias (19%); Perfil 2, com 9 ocorréncias (16%); Perfil 3 e 4 com 4 ocorréncias
cada (14% juntos); Perfis 5 e 6 com 3 ocorréncias cada (10% juntos) e o Perfil 7 e 8
com 2 ocorréncias cada (8% juntos).

O percentual de isolados multirresistentes (MDR) dentro deste grupo foi
bastante preocupante (Tabela 4), ja que 56 isolados (98%) foram resistentes a pelo
menos 3 classes de antibiéticos conforme a classificacdo de MAGIORAKOS e
colaboradores, 2012.

Foi observado que 100% dos isolados foram resistentes a ampicilina, mas

preservaram 100% de sensibilidade a amicacina e meropenem.
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Genes de i _ . Teste Fenotipico
Data A Perfil de Resisténcia dos ESBL
Coleta Isolado Lote Produtor Resisténcia Isoladosab CAZIACE  CTXAC
Encontrados
10/ago 31 1 G CTX-M-2¢ CN, FEP, DO, AMP, SXT, + +
CIP, CTX
32 1 G TEM-1 AMP, SXT - -
33 1 G TEM-1 Perfil 4 - -
20 2 H SHV-18 Perfil 1 - -
24 2 H TEM-1 Perfil 5 - -
26/ago 79 5 I CTX-M-2¢ CN, SAM, FEP, AMP, SXT, + +
CIP, CAZ, CTX
82 5 I TEM-1 CN, DO, AMP, SXT, CIP, - -
CTX
83 5 I TEM-1 Perfil 1 - -
113 7 J CTX-M-24,  CN, DO, AMP, AMC, CIP, - -
TEM CAZ
142 8 K CTX-M-1 SAM, FEP, DO, AMP, CIP, - +
CTX
10/set 181 10 Y CTX-M-2¢ SAM, FEP, DO, AMP, SXT, - +
AMC, CIP, CTX
186 10 Y SHV-2a Perfil 7 - -
187 10 Y CTX-M-2¢ Perfil 8 + -
204 11 Y TEM-1 Perfil 1 - -
215 11 Y TEM-1, SAM, DO, AMP, SXT, AMC, + -
MCR-1 CIP, CAZ
23/set 271 12 X TEM-1 Perfil 6 - -
287 12 X TEM-1 Perfil 1 - -
288 12 X TEM-1 DO, AMP, SXT - -
296 12 X CTX-M-8 FEP, DO, AMP, SXT, CIP, - +
CTX
299 13 L TEM-1 Perfil 1 - -
300 13 L SHV-2a Perfil 8 - +
253 15 z TEM-1 DO, AMP, SXT, AMC - -
257 15 z CTX-M-2¢ CN, SAM, FEP, AMP, SXT, - +
CTX
279 15 z TEM, MCR-1  Perfil 5 - -
280 15 Z CTX-M-2¢, CN, FEP, DO, AMP, SXT, + +
TEM-1 AMC, CAZ, CTX
281 15 z TEM-1 DO, AMP, SXT, CIP, CAZ, - -
CTX
284 15 z TEM-1 Perfil 4 - -
290 15 Z TEM-1 Perfil 3 - -
291 15 z TEM-1 Perfil 3 - -
294 15 z TEM-1 Perfil 5 - -
28/out 315 16 M TEM-1 Perfil 1 - -
316 16 M TEM-1 Perfil 1 - -
318 17 M CTX-M-2¢ SAM, FEP, DO, AMP, SXT, + +
AMC, CAZ, CTX
397 17 M TEM-1 Perfil 1 - -
401 17 M TEM-1 Perfil 3 - -
407 17 M TEM-1 Perfil 1 - -
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Genes de _ o Teste Fenotipico
Data Cra Perfil de Resisténcia dos ESBL
Isolado Lote Produtor Resisténcia 2b
Coleta Encontrados Isolados® CAZIACE CTX/AC
334 18 N CTX-M-24 Perfil 4 + -
335 18 N CTX-M-24 CN, SAM, FEP, DO, AMP, - +
SXT, AMC, IMP, CIP, CAZ,
CTX
336 18 N CTX-M-24 Perfil 2 - +
338 18 N CTX-M-24 Perfil 2 - +
340 18 N CTX-M-2¢,  Perfil 2 - +
TEM-1
342 18 N TEM-1 Perfil 1 - -
343 18 N CTX-M-24 SAM, FEP, DO, AMP, SXT, - +
AMC, CIP, CAZ, CTX
346 18 N CTX-M-2¢,  CN, SAM, FEP, DO, AMP, - +
TEM-1 SXT, AMC, CIP, CTX
347 18 N CTX-M-2¢ Perfil 2 - +
349 18 N TEM-1 Perfil 7 - -
350 18 N CTX-M-2¢ Perfil 4 - -
351 18 N CTX-M-24 Perfil 2 + +
331 19 N TEM-1 Perfil 1 - -
354 19 N TEM-1 Perfil 6 - -
355 19 N TEM-1 Perfil 6 - +
356 19 N CTX-M-24,  Perfil 2 - +
TEM-1
357 19 N CTX-M-24,  Perfil 2 + +
TEM-1
361 19 N TEM-1 CN, SAM, DO, AMP, SXT, - -
AMC, IPM, CIP, CAZ, CTX
366 19 N CTX-M-2¢ Perfil 2 - +
368 19 N TEM-1 Perfil 3 - -
384 19 N CTX-M-2¢ Perfil 2 - +

aDiscos de antibidticos utilizados: CN 10ug — Gentamicina, SAM 20ug — Ampicilina/Sulbactam, FEP 30ug —
Cefepima, DO 30ug — Doxiciclina, AMP 10ug — Ampicilina, SXT 25ug — Sulfametoxazol/Trimetropin, AMC 30ug —
Amoxacilina/Acido Clavulanico IPM 10ug — Imipenem CIP 5ug — Ciprofloxacino, CAZ 30ug — Ceftazidima e CTX
30pg — Cefotaxima.

bperfil de Resisténcia: Perfill: SAM, DO, AMP, SXT, AMC, CIP, CAZ, CTX; Perfil 2: CN, SAM, FEP, DO, AMP,
SXT, AMC, CIP, CAZ, CTX; Perfil 3: CN, SAM, DO, AMP, SXT, AMC, CIP, CAZ, CTX; Perfil 4: DO, AMP, SXT,
AMC, CIP, CAZ, CTX; Perfil 5: SAM, DO, AMP, SXT, AMC, CAZ, CTX; Perfil 6: CN, SAM, AMP, SXT, AMC, CIP,
CAZ, CTX; Perfil 7: CN, DO, AMP, SXT, AMC, CIP, CAZ, CTX; Perfil 8: DO, AMP, SXT, CIP

¢AC: &cido clavulanico;

dGrupo CTX-M-2.

6.3 Pesquisa genotipica de mcr-1 e perfil de susceptibilidade as
polimixinas

Todos os isolados foram investigados para a presenca do gene mcr-1 e
foram identificados 10 isolados (3,0%) positivos para este gene pela técnica de PCR.
Os fragmentos amplificados foram submetidos a sequenciamento para confirmacao
da identidade genética do gene mcr-1. Além disso, foi realizado PCR do 16S e

posterior sequenciamento desta regido confirmando a identificacdo de Escherichia coli
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nestes isolados.

Entre estes isolados, 8 apresentaram CIM de 2mg/L para polimixina B e 2
isolados apresentaram CIM de 1mg/L e 0,25mg/L. Para a colistina, 5 isolados
apresentaram CIM de 2mg/L, 4 isolados tiveram CIM de 1mg/L e um isolado
apresentou CIM de 0,5mg/L. De acordo com os critérios do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) todos os isolados sédo considerados
sensiveis a polimixina B e colistina cujo ponto de corte é definido como > 2mg/L.

O perfil de susceptibilidade para os demais antimicrobianos esta
representado na Tabela 5. Dentre os isolados positivos para o gene mcr-1, 2
apresentaram co-producao do gene TEM-1. (Tabela 4).

Para confirmar a localizacdo plasmidial do gene mcr-1, dois isolados foram
submetidos a conjugagéo com a cepa E. coli J53. Os transconjugantes apresentaram
resultados positivos no PCR para o gene mcr-1 e apresentaram CIM de polimixina B
de 2 mg/L.

Todos os isolados mcr-1 positivos foram 100% susceptiveis a
piperacilina/tazobactam, aos aminoglicosideos, aos carbapenémicos e a
cefalosporina de 42 geracdo. Entretanto, todos apresentaram resisténcia aos
antibidticos  ceftazidima, amoxacilina/acido  clavulanico, ampicilina e

sulfametoxazol/trimetropin.
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Tabela 5. Caracteristicas dos isolados de E. coli positivos para mcr-1.

Grupo ST ID Lote Produtor CIM CIM aSusceptibilidade aos Antimicrobianos
Clonal PolimixinaB  Colistina
(n) (mg/L) (mg/L) TZP AMC AK AMP SAM FEP DO CN SXT CIP IPM MEM CAZ CTX
A1) - 274 12 X 0,25 0,5 SH R S R R S R S R I S S R R
B(1) sts 295 15 z 1 1 S R S R | S R S R S s S R R
C(1) stss 215 11 Y 2 2 S R S R R S R S R R S S R |
zﬂl 249 2 2 S R S R R S | S R S S S R |
- 251 2 2 S R S R R S | S R S S S R R
D (5) 15 Z
- 252 2 1 S R S R R S R S R S S S R R
- 254 2 1 S R S R R S R S R S S S R R
- 283 2 2 S R S R R S R S R S S S R |
E @) - 221 12 X 2 2 S R S R | S R S R S s S R R
F(1) o1 279 15 z 2 1 s R s R R S R S R S s s R R

aTZP 110ug — Tazobactam/Piperacilina, AMC 30ug — Amoxacilina/Acido Clavulanico, AMP 10ug — Ampicilina, SAM 20ug — Ampicilina/Sulbactam, FEP 30ug — Cefepima, DO
30pg — Doxiciclina, CN 10ug — Gentamicina, SXT 25ug — Sulfametoxazol/Trimetropin, CIP 5ug — Ciprofloxacino, IPM 10ug — Imipenem e MEM 10ug — Meropenem, CAZ 30ug —
Ceftazidima e CTX 30ug — Cefotaxima. R — Resistente; S — Sensivel; | — Intermediario.
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6.4 Tipagem molecular

Os 10 isolados positivos para o gene mcr-1 foram tipados através da
macrorestricdo do DNA total seguida de eletroforese em gel de campo pulsado através
do PFGE. Cinco isolados, foram considerados clonalmente relacionados enquanto os
outros cinco isolados foram classificados em distintos grupos clonais (Figura 8 e 9).
Os isolados que pertencem ao mesmo clone foram obtidos do mesmo lote de aves

(lote 15).

N O D D A O DD
P A2 2 a2 jY 4 A )

---

Figura 8. PFGE dos 10 isolados positivos para o gene mcr-1.
*MW — marcador de peso molecular; 215-295 isolados de E. coli mcr-1 positivos.
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Figura 9. Dendrograma dos isolados de E. coli positivos para o gene mcr-1. A andlise foi feita através do método de
agrupamento usando média aritmética ndo-ponderada (UPGMA). Similaridade Genética foi calculada pelo coeficiente de Dice. Cut-
off de 80% de similaridade foi usado para definicdo dos Grupos clonais (linha).
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6.5 Sequenciamento completo do genoma

A partir da andlise de tipagem molecular realizada através do PFGE para
os isolados mcr-1 positivos, 4 isolados pertencentes a clones e lotes diferentes de
animais foram submetidos ao sequenciamento completo do genoma.

A tipagem molecular realizada através do método in silico possibilitou a
visualizagao de 3 sequéncias tipo distintas nos 4 isolados selecionados (Tabela 5).

Todos os isolados avaliados carrearam importantes genes de resisténcia
aos antimicrobianos tais como CMY-2 e TEM-1, aadA1l, aph(3’)-la, strA e strB, QnrB,
tet(A) e sul2, entretanto nenhum deles estava no mesmo plasmideo que apresentou
o0 gene mcr-1. Os tipos de plasmideos que apresentaram o gene mcr-1 foram Incll (1

isolado) e IncX4 (3 isolados).

6.6 Pesquisa genotipica de resisténcia aos carbapenémicos
Com relacdo a pesquisa de carbapenemases realizada através do PCR em

tempo real, ndo foi encontrado nenhum isolado positivo para os genes avaliados.

7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelaram dados substanciais sobre o
perfil dos isolados de E. coli oriundos de aves de producdo. Em nossa pesquisa, 343
isolados cresceram em presenca de ceftazidima, sugerindo altos niveis de resisténcia,
0 que chama atencédo pois 0s animais nao receberam cefalosporinas durante a sua
vida (Tabela 3), apesar desta pratica ser bem comum inclusive em outros paises,
favorecendo a disseminacdo de cepas produtoras de ESBL (CARATTOLI, 2008;
COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008; JORGENSEN et al., 2007; TROTT, 2013).
Porém, em alguns paises, como nos Estados Unidos, o uso de cefalosporinas na
producdo animal em diversas espécies, inclusive em frangos, esta proibido desde
2012 (USFDA, 2012).

Pesquisa realizada anteriormente no Brasil, em codornas sob inspecéo
sanitaria, demonstrou que a prevaléncia de resisténcia foi de 65% para cefalosporinas
de 32 geracao (CROXEN et al., 2013).

Apesar deste crescimento em presenca de ceftazidima, identificamos
somente 7,9% de prevaléncia de genes produtores de ESBL. Este fato pode ser

explicado uma vez que a resisténcia a este antimicrobiano pode estar associada a
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outros mecanismos e outros genes codificadores de ESBLs que nao foram
pesquisados.

Podemos destacar o gene CMY-2 identificado em 2 isolados através do
sequenciamento de nova geracao. Este gene confere resisténcia as cefalosporinas de
32 geracdo, mas € fracamente inibido pelo acido clavulanico (HANSEN et al., 2016).
CMY-2, é a mais comum AmpC plasmidial encontrada em E. coli (DENISUIK et al.,
2013). Assim, a presenca deste gene poderia justificar os nossos achados de altas
taxas de resisténcia a ceftazidima mesmo na auséncia de uma ESBL.

A ESBL mais prevalente encontrada neste estudo foi a CTX-M, presente
em 24 dos 27 isolados produtores de B-lactamases de amplo espectro, seguida pela
SHV, o que corrobora com estudos realizados mundialmente (D'ANDREA et al., 2013;
RICE; BONOMO, 2007; ROSSOLINI et al., 2008).

As variantes encontradas, do grupo CTX-M-2 e CTX-M-8 séo as principais
enzimas estabelecidas na América do Sul e Brasil segundo estudos anteriores
(CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012; NOGUEIRA et al., 2015; ROCHA;
PINTO; BARBOSA, 2016; ROSSOLINI et al., 2008; SAMPAIO; GALES, 2016).

SHV é a segunda ESBL mais prevalente no Brasil, sendo que as variantes
aqui encontradas ainda nao foram descritas no pais (NOGUEIRA et al.,, 2015;
SAMPAIO; GALES, 2016)

Um estudo realizado nos EUA, entre 2009 e 2011 detectou indices de
prevaléncia de 8,1% de ESBL em E. coli, semelhantes aos nossos (7,9%) sendo a
enzima SHV mais prevalentemente encontrada neste pais (SADER; FLAMM; JONES,
2014). Enquanto na Europa a enzima mais frequentemente encontrada é CTX-M,
sendo que a CTX-M-2 j& foi isolada no Reino Unido a partir de amostras de carne de
frango importadas do Brasil (COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008).

Na China, CTX-M € a mais prevalente ESBL conhecida, sendo a mesma
encontrada em animais de producédo e causando infec¢cdes na comunidade. Neste
pais, o sucesso da perpetuagdo das ESBLs é atribuida a ma qualidade da agua
potavel e auséncia de tratamento nos dejetos (HAWKEY, 2008; MOHSEN et al.,
2016).

Em 2013, pesquisa realizada em 7 paises europeus confirmou uma
correlagdo positiva entre a utilizacdo de antibidticos na medicina veterinaria e
presenca de resisténcia clinica em humanos incluindo as cefalosporinas
(CHANTZIARAS et al., 2014).
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Nossos resultados demonstraram elevadas taxas de multirresisténcia
(98%) entre os isolados positivos para ESBL superiores ao que Abgottspon e
colaboradores encontraram em 2014, quando analisaram o perfil de multirresisténcia
em isolados de E. coli resistentes a cefalosporinas provenientes de carnes de frango
in natura e identificaram que 87,5% eram multirresistentes (ABGOTTSPON et al.,
2014).

A resisténcia a ampicilina também foi superior a estudos realizados em
outros paises. Em isolados patogénicos de E. coli causadores de colisepticemia e
celulite aviaria no Japdo (OZAWA et al., 2008), China (YANG et al., 2004), e Ird
(ZAKERI; KASHEFI, 2012) os dados apontaram 77%, 79% e 58% de resisténcia,
respectivamente, enquanto nossos dados revelaram 100% de resisténcia ao mesmo
farmaco. No Brasil, KORB e colaboradores também encontraram isolados 100%
resistentes a ampicilina em pesquisa realizada em Curitiba (KORB et al., 2015). Em
parte ela esta atribuida a presenca de TEM-1 encontrada em mais de 10% dos
isolados.

Antibioticos da classe dos carbapenémicos ndo sao utilizados na producao
animal, o que pode justificar o fato de néo ter sido encontrado nenhum gene que
codifique para a presenca de carbapenemases entre os isolados deste estudo.

Entretanto na Alemanha, Fischer e colaboradores encontraram um isolado
de E. coli positivo para a carbapenemase VIM-1 numa pesquisa com 4.100 suinos
oriundos de granjas produtoras, mesmo sem registro de utilizacdo de carbapenémicos
na producéo animal (FISCHER et al., 2012).

Outro estudo realizado na China em 2013 também obteve um isolado de
Acinetobacter Iwoffii isolado de frango, positivo para blanom-1. Neste estudo os
antimicrobianos utilizados na producdo néo foram informados, contudo, o uso de
carbapenémicos em animais de producéo € proibido neste pais. Eles justificam que a
utilizagcao de outros B-lactamicos ndo carbapenémicos como ceftiofur e cefotaxima
sdo extensivamente utilizados na producao animal e a sua utilizagdo pode servir de
forca motriz para a sele¢do de cepas produtoras de carbapenemases (WANG et al.,
2012).

Desde a primeira identificacdo do gene plasmidial mcr-1 por Liu e
colaboradores, a comunidade cientifica voltou sua atencdo a resisténcia as
polimixinas. Atualmente esse gene j& foi reportado em mais de 30 paises distribuidos

nos cinco continentes, como ja mencionado (XAVIER et al., 2016b). Além dos casos
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reportados em animais de produgcdo e amostras ambientais, a identificagdo em
isolados clinicos nos EUA (MCGANN et al., 2016), Brasil (FERNANDES et al., 2016a)
e Argentina (RAPOPORT et al., 2016) ganharam destaque nos ultimos meses.

Fernandes e colaboradores publicaram os primeiros achados brasileiros de
mcr-1 e afirmaram em seu estudo que os animais de producdo estdo expostos a
colistina e esse seria 0 motivo da emergéncia do gene no Brasil e no mundo. Atrelaram
também a ocorréncia e disseminacdo deste gene a viajantes, como provaveis
transportadores e responsaveis em parte pela disseminacdo na China e Europa
(FERNANDES et al., 2016b).

E verdade que além da China, paises como Alemanha, Espanha e ltalia,
juntos, segundo EMA (2013) movimentaram mais de 360 toneladas de polimixinas na
producdo animal, entretanto no Brasil este nimero ndo é conhecido. Lembramos que
a colistina constava na lista de aditivos autorizados do MAPA, e foi recentemente
proibida (30/11/16), ap6s a emergéncia e disseminacdo do gene mcr e o impacto a
saude humana (BRASIL, 2006; 2016; EMA, 2013).

Em nossa andlise, afirmamos conforme documento oficial do Servico de
Inspecao Federal do pais (ANEXO B) que as aves deste estudo ndo receberam
polimixinas como aditivos alimentares nem com finalidade terapéutica (Tabela 3). A
ocorréncia de genes que conferem resisténcia as polimixinas entre isolados de
animais que nao foram expostos a esses antimicrobianos, geram intrigantes
guestionamentos. Mecanismos de acdo similares entre diferentes antibiéticos e a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia cruzada ainda sdo motivos de
discussdo. A avoparcina € um antimicrobiano da classe dos glicopeptideos e ja foi
amplamente empregado como melhorador de desempenho zootéchico em aves e
suinos (SILVEIRA et al., 2006). Entretanto, € uma molécula similar a vancomicina, um
importante antibiético utilizado na pratica clinica contra infec¢cdes causadas por
bactérias gram-positivas. Apds o surgimento das primeiras cepas de Enterococcus
spp. resistentes a vancomicina, seguindo o principio da precauc¢édo, a Unido Europeia
baniu a sua utilizagdo em 1997 (GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010; POETA,
ANTUNES; RODRIGUES, 2005). Algo similar poderia estar ocorrendo em relacdo as
polimixinas e a emergéncia do gene mcr-1.

A resisténcia a polimixina codificada por plasmideos conjugativos que
carreiam genes de resisténcia a outros antimicrobianos confirmam a possibilidade de

co-selecao de resisténcia. Alguns estudos tem demonstrado essa ocorréncia, como
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na Franca, onde foi confirmada a ocorréncia concomitante do gene blactx-m-1 € mcr-1
em 9% dos plasmideos sequenciados (HAENNI et al., 2016a) e mais que isso, este
grande plasmideo conjugativo identificado como IncHI2-type, também conferia
resisténcia a sulfonamidas e tetraciclinas, antimicrobianos largamente utilizados na
medicina veterinaria.

Reservatérios ambientais ndo podem ser negligenciados. A presenca
destes genes de resisténcia pode ter advindo de fontes ambientais e ter sido
potencialmente transferida aos animais. Seja através de animais mantidos em ciclos
de producgdes anteriores (NGUYEN et al., 2016) ou através de outros reservatorios.
Microrganismos portadores destes genes podem ter permanecido no solo, agua e
camas reutilizadas. Sua propagacéo pode ter ocorrido através de residuos animais
nao tratados, efluentes, vetores e até mesmo através de trabalhadores que circulam
entre as producdes animais.

Dados importantes revelaram que uma grande proporgdo dos isolados
resistentes que causam infeccbes em humanos sdo originarios de animais de
producdo (JAKOBSEN et al., 2010; OVERDEVEST et al., 2011). Cepas de E. coli
isoladas de infec¢cdes humanas e de frangos na Holanda eram idénticas, provando o
potencial de disseminagao entre humanos e animais (OVERDEVEST et al., 2011).

No nosso estudo observamos através da tipagem molecular por PFGE, que
5 isolados pertenceram ao mesmo cluster (D) e foram oriundos do mesmo produtor,
cuja coleta fora realizada no mesmo dia. Outros dois isolados positivos também
tiveram a mesma origem de producdo, mas nao foram relacionados geneticamente.
Esse fato desperta para as préaticas usadas na criacdo animal sugerindo que rotinas
deverédo ser revistas para evitar a disseminacao horizontal de outros determinantes
de resisténcia e também de patégenos.

Ja o sequenciamento completo do genoma bacteriano realizado em 4
isolados mcr-1 positivos confirmou a existéncia de 3 clones distintos, ST38, ST58 e
ST2491. A ST38 ja foi relatada em isolados de diferentes paises, inclusive carreando
genes de resisténcia como CTX-M, OXA-48 e NDM (AL BAYSSARI et al., 2015;
POIREL et al., 2011; SEKIZUKA et al., 2011). Esta ST é considerada um clone de
alto risco, multirresistente e esta associado a infec¢des do trato urinario em humanos
(PITOUT, 2012; VAN DER BlJ et al., 2011). Assim, a presenc¢a desta ST em animais

demonstra a circulagdo da mesma cepa de E. coli em diferentes ambientes.
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A primeira identificacao de isolado clinico humano portador do gene mcr-1
no Brasil, 10 meses depois da primeira descricdo deste gene em reservatorios animais
na China reafirma a necessidade de acdes integradas de saude (FERNANDES et al.,
2016b). Sendo as polimixinas atualmente o antibidtico de ultima escolha para o
tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias resistentes a carbapenémicos, resta
preocupacdo no ambiente clinico, devido a falta de opcdes terapéuticas frente a
disseminagé&o do gene mcr-1.

Em Porto Alegre, ja existe a circulacdo de mcr-1 em isolados clinicos em
E. coli e Klebsiella pneumoniae co-produtoras de KPC provenientes do banco de
amostras de um estudo de vigilancia epidemioldgica dentre os anos de 2014 e 2016
do LABRESIS (dados ainda nao publicados).

No Brasil, a ANVISA conduziu o Programa Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia em Frangos e o0 executa através de analises de carcacas
de frangos congeladas, entretanto os microrganismos pesquisados s&o apenas
Enterococcus e Salmonella spp. Apesar da existéncia do Programa no Brasil, ndo
existem dados consistentes relativos a classe e quantidade de antimicrobianos
utilizada na producgéao animal (BRASIL, 2008).

Em 2013, na Europa, 8.060 toneladas de antimicrobianos foram vendidos
para utilizagdo em animais de producdo. Deste total, 37% foram da classe das
tetraciclinas; 25% de penicilinas; 9,6% de sulfonamidas; 7% macrolideos e 6% de
polimixinas (EMA, 2013). Sabe-se da necessidade de manter os niveis produtivos e
econdbmicos na producdo animal, contudo, a utilizacdo de alternativas aos
antimicrobianos transcende a isto e precisa ser colocada em pratica. Melhorar o status
sanitario do plantel, com praticas positivas de ambiente e manejo sdo essenciais para
atingir este objetivo sem a utilizacdo intensiva e irracional de antibioticos.

Lundborg e colaboradores publicaram em 2015 na india, um trabalho
demonstrando um exemplo da aplicabilidade da Satde Unica. Foram pioneiros neste
projeto, aplicando a interdisciplinaridade. Enfatizaram que desde 2008 a bandeira do
“One Health” foi erguida mas nada se fez de concreto no mundo no que tange a
implementagédo de estratégias afins. Eles procuraram demonstrar como Ss&o
determinantes as acdes interdisciplinares para o planejamento das estratégicas de
vigilancia (LUNDBORG et al., 2015).

A colaboracdo dos especialistas das mais diversas areas possibilitara as

acdes no ambiente, nos animais e seres humanos.
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8. CONCLUSOES

v As aves de producdo sdo reservatorios ambientais de genes de resisténcia e
podem ter um papel importante na sua disseminacao;

v A multirresisténcia apresentada pelos isolados de E. coli frente a importantes
antimicrobianos utilizados na medicina humana e veterinaria foi elevada;

v O gene mcr-1 foi identificado na cepa ST38 que estd muito relacionada com
infeccBes humanas interligando a medicina veterinaria, humana e o meio ambiente;
v Os isolados deste estudo apresentaram 100% de resisténcia a ampicilina;

v O gene de ESBL mais prevalente foi CTX-M;

v N&o houve associacdo entre os genes de resisténcia identificados e 0s

antimicrobianos utilizados nos animais, conforme os boletins sanitarios;

v N&o identificamos genes de carbapenemases entre os animais produtores de
alimentos;
v A possibilidade de ocorréncia de resisténcia cruzada ndo pode ser descartada,

uma vez que 0s animais apresentaram genes de resisténcia a antimicrobianos para
0s quais nao haviam sido expostos anteriormente;
v O uso massivo de antimicrobianos na medicina veterinaria deve ser reavaliado,

para evitar a disseminacao de resisténcia no ambiente.
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To the editor: The recent paper by Fernandes et al. [1]
described the presence of the mcr-1 gene in Escherichia
coli from pigs and poultry in Brazil. The authors stated
that microbiology laboratories worldwide should be
aware of mcr-1 isolates resistant to polymyxins in
patients living in or returning from Latin American
countries and highlighted that the mcr-1 gene dissemi-
nation results from polymyxins’ misuse as growth pro-
moter in food animals. Inview of the concerning spread
of antibiotic resistance, we screened E. coli isolates
obtained from a poultry slaughterhouse in southern
Brazil with official reports on antibiotic use.

Poultry rectal swabs were collected between August
and October 2015. A total of 340 chickens farmed in
Brazil and belonging to 17 batches were included in the
study. All poultry had received bacitracin, narasin and
nicarbazin during a first period of life (between the 2nd
and the 18th day) and avilamycin and salinomycin dur-
ing a second period (between the zoth and 35th day);
the chickens of batches 10 and 11 had also received
doxycycline during at total of 3 days, in the second
period of life. Poultry included in this study were not
exposed to polymyxin during their entire life (around
40 days).

A total of 343 isolates were evaluated by polymer-
ase chain reaction (PCR) for the mcr-1 gene [2] and 10
(3%) were positive. The mcr-1 gene was confirmed by
sequencing the PCR amplicon. The mcr-1 positive iso-
lates were obtained from 10 different chickens belong-
ing to three batches from three different breeders. The
polymyxin B minimum inhibitory concentrations (MIC)
of the 10 mcr-1 positive isolates were 2 mg/L (8 iso-
lates), 1 mg/L and o.25 mg/L and they could be clas-
sified as susceptible to polymyxin B, according to the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility

www.eurosurveillance.org

Testing (EUCAST) (resistance»>2 mg/L). In contrast,
most reports indicate that the mcr-1 gene is usually
found in isolates presenting resistance to polymyxins
[2-6].

The mcr-1 positive isolates were submitted to DNA mac-
rorestriction typing by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) and five isolates, from the same batch, proved
to be clonally related while the other five isolates were
unrelated. Conjugation experiments with the E. coli |53
were successful for two mcr-1 positive isolates which
confirmed that the mcr-1 gene was located in a plas-
mid. The transconjugants presented positive results by
PCR for the mcr-1 gene and had a polymyxin B MIC of
2 mg/L.

According to Brazilian law, all slaughterhouses must
submit in advance to the Federal Inspection Service
of the Ministry of Agriculture, the bulletin of health of
each batch of animals to be slaughtered. It is of note
that the chickens evaluated in this study have received
antibiotics as growth promoters, but polymyxins were
not included among these compounds. This goes
against the hypothesis that the emergence of the mcr-1
gene is linked to the use of polymyxins in animal feed
in Brazilian livestock [1] and suggests that others com-
pounds or factors may also be involved in the selection
of this gene.

Finally, the fact that the mcr-1 was originally described
in China and thereafter in several other countries
including Europe indicates that this gene is already
widespread in the world. Therefore, isolates with
mcr-1 should be considered in any patient, regardless
of whether they were living in or returning from Latin
America or not.
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*Authors’ correction

On 3 August, the Acknowledgements section was modified
to include Laurent Poirel and acknowledge his provision of
an mcr-1 positive control.
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ANEXO B — Boletim Sanitério.

ANEXO - BOLETIM SANITARIO

Nome da Granja de Origem das Aves:

Produtor:

Responsavel Técnico (emissor de GTA):
N° cadastro orgao estadual defesa:
Georreferenciamento:

Municipio: UF:
Data da Total de pintos Data do
Carga de pintos | N° GTA pintos emisséo da de 1 dia recebimento
de 1 dia de 1 dia GTA no declarados na dos pintos de 1 Total de pintos
recebidas'” incubatério GTA dia na granja | Recebidos na granja
Total de aves
Carga de aves Data da Data do declaradas para | % de mortalidade na
para abate" N° GTA emissdo carregamento | o abate na GTA | emissdo da GTA®
Numero de aves remanescente no lote ©)
Ntmero de aves remanescente no lote
% Mortalidade apés finalizaco do lote * ‘ %

Doencas detectadas no lote:

Drogas administradas no lote®®

Principio Ativo

Inicio Fim Vacinacdo para DNC

[]SIM ] NAO

Data e hora da retirada da alimentagao

Informacdes adicionais (declaragdes adicionais no verso — respaldo para certificagdo sanitaria) ©)

Carimbo e Assinatura do emissor da GTA

USO DO SERVICO OFICIAL

ACOES FISCAIS Observacées

Mortalidade > 10% nao notificada ao ] Sm ] Nao

servico de defesa sanitaria animal N® formulario:
o _ ] Sim Nao

Apresentacdo de sinais clinicos 1 N* formulario:

Coleta realizada pelo SIF [] Sim [] Nao N° formulério:

Outras Observagdes no verso

Carimbo e Assinatura do FFA

Para utilizacéo no caso de mais de uma carga por lote, transportadas em datas diferentes. (por ex: 1° carga,
2 carga efc...) Poderao ser incluidas mais linhas quando houverem mais de duas cargas;

Informar a porcentagem de aves mortas até a data de emissdo do GTA (N° de aves vivas X 100/n° de aves
alojadas);

N® de aves que permaneceram na granja apds a carga parcial;

% de mortalidade na emissdo de GTA + Mortalidade entre a emissédo da GTA e a chegada das aves no
frigorifico;

Incluir drogas terapéuticas e nao terapéuticas como os melhoradores de desempenho e outros;

Respaldos para atendimento de mercado especificos (por ex: administracdo de racdo vegetal,
credenciamento de granjas para declaracéo de ordem sanitarias e etc...).
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ANEXO C - Carta de aprovacdo da Comisséo de ética no Uso de Animais.

g U FRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA &%‘;C EUA
. L o UFRGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comisséo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 29445

Titulo: R EVALENCIA DE CARBAPENEMASES EM ISOLADOS DE E. COLI PROVENIENTES DE
ANIMAIS DE PRODUCAO c

Vigéncia: 01/10/2015 a 01/02/2017

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ANDREZA FRANCISCO MARTINS - coordenador desde 01/10/2015

AFONSO LUIS BARTH - pesquisador desde 01/10/2015

AMANDA DE SOUZA DA MOTTA - pesquisador desde 01/10/2015

VICTORIA MARTINS LIMA CUPERTINO - Assistente de Pesquisa desde 01/10/2015
SILVIA ADRIANA MAYER LENTZ - Aluno de Mestrado desde 01/10/2015

Equipe Externa:

Paula Marques Rivas - Médico Veterinario desde 01/10/2015

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
05/10/2015 - Sala 323 - Anexo | do Prédio da Reitoria - Campus Centro da UFRGS- Bairro
Farroupilha - Porto Alegre - RS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo
de 298 aves de producgédo, sem idade definida, ambos os sexos, provenientes de
abatedouros frigorificos de aves existentes no Rio Grande do Sul, de acordo com os
preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de
08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgado, manutencgao e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Segunda-Feira, 26 de Outubro de 2015
Cashow, Mokh

CRISTIANE MATTE
Coordenador da comissao de ética




