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Onde vocé quer chegar?

(Recomecar - Carlos Drummond de Andrade)

Alguien me pregunto:

¢ Y Si yo no quiero ser feliz?

¢, Qué hay si quiero ser desdichado?

Yo le contesté: Sé desdichado, jsi eso te hace feliz!
(Andrew Matthews)



RESUMO

SILVA, K. C da. Caracterizacdo molecular de plasmideos carreadoresle genes
codificadores de beta-lactamases de espectro estieltdem Enterobactereaceas isoladas
de suinos [Molecular characterization of plasmids carryimxtended-spectrum beta-
lactamases coding genes frdinterobactereaceas isolated from swine]. 2016. 64 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicinanfeiria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

A producédo de beta-lactamases de espectro estefithidRl ) tornou-se um desafio em saude
publica por restringir as opcdes terapéuticas pateatamento de infec¢cbes causadas por
bactérias gram-negativas. O objetivo desse estodcavaliar a ocorréncia de estirpes
produtoras de ESBL nas granjas de suinos brasildiean como caracterizar os plasmideos
carreadores dos genkisissg. quanto ao grupo de incompatibilidade, tamanhoesgnca de
genes de resisténcia adicionais. As estirpes forsmladas em meio MacConkey e
identificadas por MALDI-TOF. Posteriormente, osorak de concentragdo inibitéria minima
foram determinados por microdiluicdo e/ou agarichla para aminoglicosideos, carbapenens,
cefalosporinas, fluoroguinolonas, tetraciclinadfasue cefalosporinas associadas a inibidores
competitivos. Os genes codificadores de beta-laatasforam identificados por PCR assim
como o grupo de incompatibilidade dos respectiviasmideos carreadores e o grupo
filogenético das estirpes de coli. A analise de clonalidade foi realizada por ERICRPe
MLST. Finalmente, o ambiente genético do gbleex.u-15 foi determinado por PCR e/ou
sequenciamento, sendo que os plasmideos carreamds jacsg foram transferidos as
estirpes receptords coli TOP10 e C600 por transformacao e conjugacéo, cegpmente, e
parcialmente sequenciados. As estirpeksbherichia coli produtoras de CTX-M-2 foram as
mais prevalentes, sendo endémicas no estado des MHpeais. Além disso, € relatada a
presenca da enzima CTX-M-15 em estirpesdeoli (ST224, ST410, ST1284Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa (ST3201). O genblactx-m-15
esteve associado a plasmideos IncF e foi tranefench sucesso para a estirpe recepfora
coli TOP10, plasmideos IncF também foram associadossem;a do gern#acrx-m-2. O gene
blacTx-m-g foi detectado em quatro novos STsEleoli (ST5845, ST5847, ST5848 e ST5350)
e ndo foi adquirido pelas estirpes receptoras.sEdeelos indicam que a vigilancia de
fenotipos resistentes na producéo suina deve amsgsiderada uma prioridade, assim como a
preferéncia ao uso de antimicrobianos de espestrdoea fim de evitar a disseminacao

desses fendtipos nas granjas e sua possivel tes@para populacdo humana.

Palavras-chave: ESBL. Suinos. InBfasmideo. MLST.



ABSTRACT

SILVA, K. C da. Molecular characterization of plasmids carrying exended-spectrum
beta-lactamases coding genes fromEnterobactereaceas isolated from swine
[Caracterizacdo molecular de plasmideos carreaddeesggenes codificadores de beta-
lactamases de espectro estendiddzeterobactereaceas isoladas de suinos]. 2016. 64 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicinanfeiria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Extended-spectrum beta-lactamase production (ESRcame a great challenge regarding
public health because limit the therapeutic optidmstreat infections by gram-negative
bacteria. The aim of this study were evaluate t®iwence of ESBL producers in Brazilian
swine farms and characteribbagsg -carrying plasmids by sizing and incompatibilityogp
and presence of additional resistance genes. Stveéme isolated in MacConkey agar and
identified by Maldi-Tof. Next, the minimal inhibitg concentration values were determined
by microdilution and/or agar dilution to aminoglgides, carbapenems, cephalosporins,
fluoroquinolones, tetracyclines, sulfas and cepd@bon/inhibitors association. Beta-
lactamase encoding genes, plasmid incompatibilibpg andEscherichia coli phylogenetic
group were determined by PCR. Clonal relatednessewvaluated by ERIC-PCR and MLST.
Finally, theblactx-m-15 genetic environment was determined by PCR and/guencing and
blagsg -carrying plasmids transferred tB. coli TOP10 and C600 receptor strains by
transformation and conjugation, respectively, aadiglly sequenced. CTX-M-2-producing
E. coli were the most prevalent phenotype, which were erd@mMinas Gerais State.
Moreover, the CTX-M-15 enzyme emerged amdagcoli (ST224, ST410, ST1284),
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa (ST3201) strains.
The blactx-m-15Was associated with IncF plasmids, which were ssfally transferred té&.

coli TOP10, similarly, IncF plasmids were found harbgrithe blactx-m-2. The blactx-m-s,
detected in four novet. coli sequence types (ST5845, ST5847, ST5848 e ST58a8)not
acquired by receptor strains. Thus, the surveiflamé resistant phenotypes in swine
production must be established as a priority ad ael narrow spectrum antimicrobials
prescription antimicrobial instead broad spectrumptevent the dissemination of these

phenotypes in farms and their transmission to hupogrulation.

Keywords: ESBL. Swine IncF plasmid. MLST.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos lideres mundiais na producadidesatos de origem animal, sendo
0 quarto maior exportador de carne suina (FNP, 2081 mercados importadores em
ascensdo. Entre os anos de 1998 e 2007 a prodecéarme de bovinos, suinos e frango
aumentou 22%, 73% e 118%, enquanto as exportaggsasi mesmas carnes aumentou
537%, 519% e 362%, respectivamente (REGITANO; LE2Q210). A introducdo de sistemas
intensivos de producdo animal tornou necessaricm de antimicrobianos, os quais sao
administrados de forma terapéutica, metafilaticapfilatica e como promotores de
crescimento. Nos Estados Unidos, sdo comercializadaa de 11 milhdes de kg de agentes
antimicrobianos para a produgdo animal (UCS, 2004)no Brasil, ndo ha registros do
volume de antimicrobianos comercializados para efsalidade, porém o uso de
fluoroquinolonas, macrolideos, tetracliclinas, sodmidas e beta-lactamicos é pratica
comum na producdo agropecuaria (REGITANO; LEAL, @0™e modo que as taxas de
resisténcia a esses antibioticos em enterobaciédokslas do ciclo de produgéo animal tem
aumentado. Este dado é alarmante devido a podaitdli de resisténcia cruzada com
antibioticos de uso humano e ou transferéncia degele resisténcia entre animais de
producao e seres humanos (FERNANDES, 2009; VAZ ,2@11).

Neste contexto, a aquisicdo de plasmideos carremdba genes de resisténcia tem
sido considerada o principal fator para o aumem@valéncia de fendtipos resistentes,
sendo necessaria a caracterizacdo desses elengentettcos moveis quanto aos genes de
resisténcia inseridos e grupo de incompatibilidé@kssa forma, o presente estudo teve como
objetivo isolar e caracterizar estirpes com sultietade reduzida ao ceftiofur, bem como
avaliar a possibilidade de transferéncia dos pldsos carreadores de determinantes

genéticos de beta-lactamases de espectro estendatacteriza-los.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

“Antibioticos sdo vendidos como doces” (GILBERTQ12). Desde que Fleming
descobriu a acgdo antibidtica da penicilina, revioh@ndo o tratamento das doencas
infecciosas, agentes antimicrobianos tem sido maegée administrados a nivel mundial,
sendo que mais de cem paises carecem de legistp@Eito ao controle do uso de
antimicrobianos (GILBERT, 2012). No Brasil, antitid@s de uso humano eram vendidos
sem a necessidade de prescricdo médica até o a@pq@ando a ANVISA restringiu a venda
nessas condi¢des (BRASIL, 2010).

Infelizmente, o aumento na prevaléncia de patéGgexmon fendtipo resistente tem
aumentado em proporcdes bem maiores que a aprogtagém/os compostos. Sob esse ponto
de vista, a emergéncia e disseminacao dos mecaidmaesisténcia tem sido um dos
principais desafios em salde publica, especialmeate ambientes hospitalares.
Recentemente, uma vez que os volumes de antilB&timosumidos em medicina veterinaria
ultrapassam o que € administrado a humanos, tedissetido o papel do uso desses
compostos na producdo animal como fator seletide @ersisténcia de estirpes resistentes
(PHILLIPS et al., 2004; AARESTRUP, 2012). Neste teato, doencas transmitidas por
alimentos (DTASs) e infec¢Bes do trato urinario meere atengcdo especial pelo risco de
transmissao pelo consumo e/ou manipulacao de dlrsele origem animal (NORDSTROM,;
LIU; PRICE, 2013). Logo, a vigilancia de estirpesistentes na producéo animal Brasileira é
extremamente importante, uma vez que o Brasil @osnmaiores produtores e exportadores

mundiais de alimentos de origem animal.

1.1.2 Uso de antimicrobianos na produc¢éo animal

Nos sistemas de producao intensivos, a admingirde antibioticos individualmente
€ pouco utilizada devido ao numero de animais @gasendo mais comum o tratamento
realizado em grupos, o que justifica as grandesitglseles de antibidticos usadas em
medicina veterinaria. Este uso pode ser terapéufpcofilatico, metafilatico e como
promotores de crescimento (MARSHALL; LEVY, 2011).
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O uso de terapéutico configura-se na administragdantibioticos a um animal ou a
um grupo de animais que apresentam sinais climleodoenca enquanto o uso metafilatico
configura-se na administracdo de medicamento quamdoanimal do grupo apresenta
sintomas e foi diagnosticado com doenca configuwamdisco de todos os animais serem
infectados. Logo, os demais séo tratados antes atefestarem a doenca para reduzir o
namero de animais afetados. Por outro lado, a pgdedprofilaxia € a administracdo de
antibiotico sem que haja sinais clinicos da doemges quando existe o risco da infeccdo no
grupo avaliado, mesmo quando o agente causadoa a#wml foi isolado (SILVA; KNOBL;
MORENO, 2013). J& o0 uso como promotor de crescioneofigura a adicdo de antibidticos
em doses inferiores as doses terapéuticas via cdgjdtvando o aumento de ganho de peso
dos animais, ou seja, um melhor desempenho fisaod inibicdo de infeccdes, a reducao
de metabolitos microbianos que prejudicam o crescio) a reducdo do uso de nutrientes
pelos micro-organismos da microbiota e 0 aumentcagéacao e absorgcao de nutrientes pelo
intestino tem sido descritos como mecanismos de agd promotores de crescimento
(PHILLIPS et al., 2004).

Apesar dos antibidticos licenciados para uso wei#o ndo serem exatamente 0s
mesmos principios indicados para uso humano, aslsantas em suas estruturas quimicas
faz com que um mesmo mecanismo de resisténciaefiejante contra antimicrobianos de
uso humano e veterinario, num fenébmeno chamadsté&esia cruzada, de forma que o
intestino de animais de producéo tem sido descaino reservatorio de genes de resisténcia
de importancia clinica em ambos setores (MARSHALEVY, 2011). O exemplo mais
notério é a disseminacdo de estirpes resistentesefimfur, cefalosporina licenciada
exclusivamente para uso veterinério, devido a pggsele enzimas da familia CTX-M, as
quais também conferem resisténcia a cefotaximafteaz@na, cefalosporinas largamente

utilizadas em medicina humana (SILVA; KNOBL; MORENZD13).

Essas bactérias presentes no intestino dos aniodésn ser veiculadas pelos mesmos
causando infeccbes de ordem ocupacional em tralmake de granjas e abatedouros,
incluindo veterinarios (GARCIA-ALVAREZ et al., 20},20s quais tornam-se uma via de
entrada desses patdégenos na comunidade humanataisogp ambiente. Além disso, a
contaminagcdo do produto final (carne, leite e oym®) bactérias com fendtipos resistentes
torna-se um risco para a aquisi¢do de Doencas mraaias por Alimentos (DTAs). Deve-se

considerar ainda o risco de transferéncia dos geeessisténcia a bactérias mais virulentas
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que as colonizadoras dos intestinos animais, urnajue as bactérias podem adquirir DNA
exdégeno de varias formas (PHILLIPS et al., 2004;R&AALL; LEVY, 2011).

1.1.3 Mecanismos de resisténcia

As bactérias podem evadir da acdo de antimicrobigior diversos mecanismos, 0S
quais podem ser intrinsecos ou adquiridos. Resisténtrinseca é inerente a espécie, por
exemplo, estirpes dilorganella morganiisdo naturalmente resistentes a polimixinas por
possuirem a estrutura do LPS modificada pela pcasge L-AraN (OLAITAN; MORAND;
ROILAN, 2014). Por outro lado, a resisténcia addaienvolve uma mudan¢a na composi¢cao
genética do organismo através de mutacdo no DNAassomal ou aquisicdo de DNA
exdgeno. Mutacdes sdo invariavelmente aleatériasoerem em baixa frequéncia, porém,
algumas vezes, podem resultar em caracteristicagsapuferem vantagem competitiva. Por
exemplo, o acumulo de mutacdes na regido codifreada enzima DNA girasse (sitio de
acdo das quinolonas) constituem o principal menamisle acdo contra essa classe de
antibioticos (JACOBY, 2005). Apesar da capacidadetdriana em adquirir DNA exbégeno
por transformacdo ou infecgdo por virus bacterddag@ mobilizacdo de plasmideos pelo
contato direto célula a célula, chamada conjugagd@m mecanismo mais comum de
transferéncia de genes de resisténcia (SILVA; KNOBORENO, 2013).

A esse respeito, enzimas que modificam ou degrakamoléculas de antibidticos,
tornando-os inativos, tem sido descritas como acpal mecanismo de resisténcia
disseminado em bactérias Gram-negativas. Dentreadesnzimas, destacam-se as beta-
lactamases, uma vez que os antimicrobianos befaviams sdo descritos como criticamente
importantes para o tratamento de infeccédo tanta Pejanizacdo Mundial de Saude quanto
pela Organizacdo Mundial de Saude Animal, autoedagin questdo de saude humana e
animal, respetivamente (WHO, 2007; OIE, 2012). ibadticos beta-lactamicos séo
subdividos em penicilinas, monobactamicos, cefalosps, que inclui ainda o grupo das
cefamicinas; e carbapenens. De maneira analoganamas capazes de hidrolisar essas
classes de antimicrobianos sdo denominadas peas®s, monobactamase, cefalosporinases

e carbapenemases.
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Diante dessa multiplicidade e diversidade de lmtt@mases, surgiram dois esquemas
de classificacdo. O esquema proposto por Amblerer@s beta-lactamases nas classes A, B,
C e D, de acordo com as regides conservadas ersggue aminoacidos (AMBLER, 1980).
Assim, enzimas com sitio ativo de serina pertenéeniasse A de Ambler, enquanto as
carbapenemases que requerem um ion de metal héevgdara sua atividade, chamadas de
metalo-beta-lactamases, sao incluidas na clasBedBeriormente, as enzimas do tipo AmpC,
as quais degradam cefamicinas, e as enzimas d@}poforam classificadas no grupo C e
D, respectivamente (BUSH; JACOBY; 2010). Contragate, 0 esquema proposto por Bush-
Jacoby-Medeiros, classifica as beta-lactamasesatd@com suas caracteristicas funcionais,
ou seja, baseia-se nos seus substratos e inibiddileshey Clinicmantém umwebsite sob
curadoria da pesquisadora Karen Bush, com a dbssb, sequéncia de aminoacidos e
ponto isoelétrico das enzimas pertencentes asidg&iEM, SHV e OXA e outras enzimas de
importancia clinica (BUSH; JACOBY, 2015). O ban@dhdos retine um grande numero de

enzimas, em sua maioria, codificadas por plasmideos

Na producéao animal, as beta-lactamases de esm=sténodido (ESBLS), pertencentes
a classe A de Ambler, sdo as mais prevalentessEssgamas hidrolisam cefalosporinas de
terceira e quarta geracdes e séo inibidas podmies competitivos, como acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam. Menos frequentes, as ewnzuoa tipo AmpC hidrolisam
cefamicinas, como a cefoxitina, permanecem ati@gsrasenca de inibidores e séo colocadas
na classe C de acordo com Ambler (BARIE, 2012).

1.4 PLASMIDEOS: MOBILIDADE HORIZONTAL DOS MECANISMG@ DE
RESISTENCIA

Plasmideos sdo elementos genéticos extracromossarapazes de aumentar a
diversidade genética bacteriana, adquirindo e pel@genes, e podem ser horizontalmente
transferidos para populacfes bacterianas da mespecie ou espécies diferentes, por
conjugacgao ou mobilizacdo (FRANCIA et al., 2004)esguema formal para classificagéo de
plasmideos é baseado nos grupos de incompatit@lidad), segundo o qual plasmideos com
mesmo controle de replicacdo sédo incompativeisseja, apenas plasmideos de diferentes

grupos de incompatibilidade se mantém estaveis éhalac bacteriana (NOVICK, 1987;
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CARATTOLI, 2005). Em Enterobaceriaceaeja foram descritos 27 grupos de
incompatibilidade reconhecidos peiational Collection of Type Culturgbondon, United
Kingdom). Genes de resisténcia localizados em ptesss conferem vantagem seletiva
frente a exposicdo a antimicrobianos (CARATTOLIQO2D Por sua vez, plasmideos também
podem carrear genes codificadores de fatores dénaia, como bacteriocinas, citotoxinas,
siderdforos e adesinas (da SILVA; MENDONCA, 20¥Yxo-existéncia de determinantes de
viruléncia e resisténcia em um mesmo plasmideoasiwezes favorece a disseminacéo
desses plasmideos dentre bactérias de diferemttes fe origens geograficas (CARATTOLI,
2011).

Indubitavelmente, a mobilizacdo dos genes de ésist por meio de elementos
genéticos moveis, isto é, plasmideos, transposamtegrons, esta intimamente relacionada a
ampla disseminacdo das beta-lactamases (WELDHAGHN4). A grande similaridade
genética entre genes cromossomais do géflegveracom genes de enzimas plasmidiais do
tipo CTX-M sugere que essas enzimas derivaram @o&sycromossomais deste género
bacteriano e demonstra a interacdo entre diferemiesoorganismos nos ecossistemas
(HUMENIUK, 2002; POIREL et al., 2002). Esta intefiacfacilita a troca de elementos
genéticos entre as diversas espécies bacterian@s,pgsteriormente podem colonizar
diferentes hospedeiros e ecossistemas e se disggmaindiferentes vias. A esse respeito, a
mobilizacdo de plasmideos tem sido relacionada @aadisseminagcdo das beta-lactamases,
especialmente das ESBL (BARANIAK, 2002).

Na Poldnia, um mesmo plasmideo pertencente a &amnmidL/M carregando o gene
blactx.v-3 foi identificado em oito espécies bacterianas e diferentes hospitais
(BARANIAK, 2002; MARCADE, 2009). O genéblactx.m-1s tem sido localizado em
plasmideos do grupo IncF (PARTRIDGE; ZONG; IREDERD11; DAHMEN et al., 2013).
A disseminacdo do geri®acrx-m-90 €m isolados clinicos de. coli e Salmonella entericaa
Europatem sido associada a mobilizacdo de plassiidectipo IncHI2 (NOVAIS et al.,
2007). Além de estirpes de origem clinica, plasowsdearregando genes do tiptagss.
também tem sido reportados em estirpes de origemagrhavendo relatos de plasmideos
pertencentes ao mesmo grupo de incompatibilidadarregando os mesmos gefdg:=sg.
em estirpes de origem humana e animal (ANDRYSIAKalet 2008; MARCADE et al.,
2009).
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2 OBJETIVOS

Isolar, identificar e caracterizar fenotipica e @gricamente estirpes de enterobactérias
produtoras de beta-lactamases de amplo espectrBL{E® partir de fezes de suinos

provenientes de granjas comerciais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Isolar e identificar estirpes de enterobactériasiptioras de ESBL isoladas de fezes de

suinos de granjas comerciais;

» Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiada enterobactérias produtoras de
ESBL,;

» Identificar e caracterizar os genes codificadoessESBL,;

» Avaliar a transferéncia horizontal dos genes codifores de ESBL;

e Caracterizar as estirpes resistentes pela tipagensgruenciamento de multilocus
(MLST);

» Caracterizar plasmideos carregando genes codifieadi® ESBL quanto ao grupo de

incompatibilidade e peso molecular;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ISOLAMENTO E SELECAO DOS MICRORGANISMOS UTILIZBOS

Foram coletados e processados 400 suabes retaisirdes, machos e fémeas, com
idade variando entre 40 e 90 dias, proveniente8dgranjas de seis estados brasileiros
(Minas Gerais, Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Saatarina, Mato Grosso, Parana), além do
Distrito Federal. Para cada animal foi coletado amico suabe retal, que permaneceu
acondicionado em meio de transporte de Stuart etisdwam 10°C até o momento do
processamento. O suabe foi incubado em caldo Betséani (Difco-BBL) por 18 horas a
37°C. A partir dessa cultura realizou-se antibiograpeto método de Kirby-Bauer para
triagem das estirpes resistentes, seguindo as sqguagronizadas pelo CLSI (2009, 2011),
utilizando os seguintes antibioticos: amoxicilircédé clavulanico (30 pg), ceftiofur (30 pg),
cefoxitina (30 pug), cefotaxima (30 pg), ceftazidi(B@ pg), amicacina (30 pg), enrofloxacina
(5 ng), ciprofloxacina (5 pg) e cloranfenicol (3@)uAs colonias resistentes a alguma
cefalosporina foram repicadas e isoladas em AgacQdakey, identificadas por provas
bioquimicas (produgdo de gas, producdo €8, kbxidade, citrato, motilidade, lisina, indol,
ureia, LTD) e pela tecnologia do MALDI-TOF (Chenagt 2016), e armazenadas em glicerol
a -80C para a realizagdo os experimentos seguintestipeEscherichia coliATCC 25922

foi utilizada como controle de qualidade em todesestes de suscetibilidade antimicrobiana.

3.2 DETECCAO DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENID (ESBL) E
DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A deteccdo de ESBL e AmpC nas estirpes selecionamlantibiograma de triagem
foi realizada através do teste de dupla difusdoddoo (DDST) utilizando discos de
cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina e ceftiofur, mo@ substratos, e amoxicilina/acido
clavulanico como inibidor (RAWATet al.,, 2010). A CIM para as estirpes resistentés f
determinada por microdiluicdo em caldo utilizandplaca Sensititre -ESBL Confirmatory

MIC plate (TREK Diagnostic Systems- Thermo Fishseguindo as instru¢des do fabricante.
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Os resultados foram interpretados segundo o CL&14R A determinacdo da CIM para
ceftiofur, amicacina, tetraciclina, sulfas, enrgfoina e norfloxacina foi realizada por
diluicho em agar. A estirpEscherichia coliATCC 25922 foi utilizada como controle de
qualidade em todos os testes (CLSI, 2013, 2014).

3.3 EXTRACAO DE DNA, PESQUISA DE GENES CODIFICADOREDE BETA-
LACTAMASES E GENOTIPAGEM

O DNA das estirpes produtoras de ESBL foi extrgidimo método de fervura descrito
por Chapmaret al. (2001). Os genes codificadores de ESBac{x-m, blactx-m-1, blacTx-m-2,
blactx-m-s, blacTx-v-9, blactx-m-15) € de AmpC plasmidialb{acyvy-2) forampesquisados por
PCR e sequenciamento, utilizando primes e condipéegamente descritos (CERGOLE-
NOVELLA et al., 2011; JEONG et al., 2018 enzima carbapenemase KPC-2 também foi
pesquisada por PCR para as estirpelsldbsiella pneumoniaeom sensibilidade reduzida ao

imipenem.

O perfil genotipico das estirpes produtoras de GI-X¢pee pAmpC foi avaliado por
ERIC-PCR E. coli e K. pneumoniae(SYRMIS et al., 2004) e Multilocus Sequence Tygpin
(MLST) (E. coli, K. pneumoniagSalmonellaspp.,P. aeruginosa(www.pubmlst.org).

3.4 DETERMINACAO DO GRUPO FILOGENETICO DE. coliPRODUTORA DE CTX-
M-15

O grupo filogenético dos isolados @&e coli foi determinado segundo o esquema
proposto por Clermont et al. (2000), baseado nalifvagdo dos geneshuA, yjaA e
TspH.C2.
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3.5 TRANSFERENCIA DE PLASMIDEOS POR TRANSFORMACAOGONJUGACAO

Para avaliar a transferéncia horizontal dos pldsos carregando genes codificadores
de beta-lactamases de amplo espectro foram readizagperimentos de transformacéao.
Inicialmente, os plasmideos das estirpes doadanasnf extraidos por hidrélise alcalina
segundo protocolo previamente descrito por Birbeimoly (1979). A estirp&. coli Top10,
utilizada como linhagem receptora, foi tratada adareto de calcio 0.1M e os plasmideos
foram inseridos por choque térmico, ou seja, arpestreceptora juntamente com o0s
plasmideos foi incubada a°@2por 2 min e imediatamente incubada®@ (SAMBROOK et
al., 2001). As estirpes transformadas foram sabtacias em meio MacConkey contendo 2
ng/ml de cefotaxima. Para as estirpes cuja tramsfgiio ndo resultou em nenhuma
transformante, os experimentos foram repetidoszaritlo a técnica de conjugacdo. Os
experimentos de conjugacao foram realizados utitigaa estirpeE. coli C600 como
linhagem receptora. Na proporgao de 1:5, ambastzgens, doadora e receptora, na fase de
crescimento, foram cultivadas juntas em meio deuilLuria Bertani por 6 horas. A cultura
mista foi plaqueada em meio MacConkey suplementado 2 mg/ml de estreptomicina e 2
ng/ml de cefotaxima e incubada por 24 horas. Aéma$ lactose negativa, sugestivas da
estirpe conjugante, foram repicadas em meio LurgataBi para extracdo de DNA. A
aquisicdo de genes codificadores de beta-lactanfasesnfirmada pela reacdo de PCR e

determinacao da CIM para ambos experimentos, tranaf;do e conjugacao.

3.6 DETECCAO DO GRUPO DE INCOMPATIBILIDADE (INC) OS PLASMIDEOS
CARREADORES DE GENESBLA:sg. E DO AMBIENTE GENETICO DO GENE

BLACTX-Mm-15

O grupo de incompatibilidade dos plasmideos foemeinado por PCR utilizando
primers e condi¢cbes previamente descritos (CARATTOLI, 20@ ambiente genético do
geneblactx-v-15 presente nas estirpes He coli e P. aeruginosdoi investigado por PCR
segundo descrito previamente (DHANJI et al., 2011).
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3.7 MLST DE PLASMIDEOS INCF

A determinacdo da férmula FAB para os plasmideospaolncF carregando o gene
blactx-m-15 foi realizada segundo primers e condi¢cdes descrita banco de dados para
PMLST (http://pubmlst.org/plasmid/).

3.8 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE PLASMIDEOS CARREGANDQD GENE
BLACTX-Mm-15

Do total de cinco plasmideos, oriundos das estirppedutoras de CTX-M-15,
adquiridos pela estirpe receptoEa coli Top 10, dois plasmideos representativos foram

sequenciados utilizando a tecnologia llumina, e tambws utilizando os softwaBpades



Figura 1 - Fluxograma ilustrando as principais atago estudo
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Fonte: (SILVA, K. C., 2016)
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4 RESULTADOS

Foram avaliados 400 suabes retais de suinos s#sd# granjas brasileiras, sendo
identificadas 66 estirpes de enterobactérias pasitpara producdo de ESBL e trés positivas
para pAmpC (Tabela 1, Grafico 1ftscherichia colifoi a espécie mais frequentemente
isolada, totalizando 48 estirpes, seguidKtbsiella pneumoniaécinco estirpes), as quais
apresentaram altos valores de CIM para cefotaxirh283 ug/ml), ceftriaxona>@56 pg/ml) e
ciprofloxacina £4 pg/ml) e resisténcia variavel a cefepime (MtC16 pg/ml), cefoxitina
(MIC5=8 pg/ml) e cefttazidima (Mlég= 16 pg/ml). Além disso, uma estirpe de
pneumoniagrodutora de ESBL apresentou perfil de resistémteamediario ao imipenem

(MIC=2 pg/ml) e uma estirpe foi resistente a pip#irza/tazobactam.

Em menor proporcao, o gebklacrx.m-2 foi detectado em estirpes Beoteusmirabilis,
Proteus penneri, Salmonella enterica, Morganellargaoii e Pseudomonas aeruginaosa

Além disso, uma estirpe ¢ aeruginosa outra déenterobacter cloacaearregavam o gene

blacTx-m-15.

O geneblacrx-m-15 estava flanqueado pela sequéncia de insel§&opl e open
reading frameORF477 tanto nas estirpes He coli quantoP. aeruginosaFiguras 2 e 3).
Além disso, o0 genblactx.v-15 €stava associado a plasmideos do grupo IncF tigeegieE.
coli. Plasmideos representativos dos ST224 e ST41B. dmli foram sequenciados para
caracterizacdo detalhada do ambiente genético de lgacrxv-15 € analise dos genes de
resisténcia co-transferidos (Figura 2). De fato,gesestetA, aadAtype esull foram co-
transferidos com o genalacrx.v-15s em ambos, ST224 e ST410 das estirpes doadoras. O
sequenciamento completo do plasmideo oriundo dpedt81 deE. coli transferido revelou
ainda a co-transferéncia dos geaadAl aadA2 aadA5 aac(3)-lla aac(6’)Ib-cr, blaOXA-1],
catB3 sull, sul3 dfrAl12 e dfrAl7. A determinacdo da formula FAB obtida pelo pMLST
mostrou que os plasmideos transferidos a estiqeptarakE. coli TOP10 carregando o gene
blacTx-m-15 pertenciam ao grupo de incompatibilidade IncF, dormula F-:A9:B1 (ST224)
and C1:A9:B1 (ST410).

De modo semelhante, o geblacrx-m-2 foi transferido com sucesso para as estirpes
receptoras€. coli TOP10 eE. coli C600 por transformagédo e conjugacao, respectivianen

sendo associado a plasmideos do grupo de incoritipiatile IncF.
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Um total de quatro estirpes produtoras de CTX-Nafbém carregavam o gene
blactx-m-8, 0 qual ndo foi adquirido pelas estirpes receptdiasas quatro estirpes pertenciam
aos novos STs 5845, ST5847, ST5848 e ST5850.

Novos ST também foram encontrados para as estip@seudomonas aeruginosa
190A, 220B e 228A, pertencentes aos grupos STED3202 e ST 3203, respectivamente.

Considerando a ocorréncia de amostras positivie @s estados, Minas Gerais
apresentou a maior taxa de produtores de ESBL atmjue estado do Mato Grosso nao
foram isoladas estirpes resistentes ao ceftiofwmdf(d 1). A identificacdo de animais
eliminando enterobactérias produtoras de ESBLnamjag estudadas foi variavel nos
diferentes Estados (Mapa 1).

Graéfico 1-Distribuicido das amostras avaliadas e das amostras positivas para estirpes produtoras de ESBL
dentre as 400 suabes de fezes de suinos avaliados

14
Santa Catarina 51
5
Parana 51
3
Distrito Federal 50
0 m Produtores de ESBL
Meitn Griossa 53 ®m Amostras testadas
38
Minas Gerais 92
3
Rio Grande do Sul 53
2
S&o Paulo 50
0 20 40 60 80 100

Fonte: (SILVA, K. C.; 2016).
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Mapa 1- Total de granjas avaliadas em cada estadmaorrespondente nimero de granjas positivas par
produtores de beta-lactamases de espectro estgiBab )

Fonte: (SILVA, K. C.; MORENO, M.; 2016).



Tabela 1 - Distribui¢céo por estado de estirpesyinrds de ESBL e pAmpC isolados de suabes retagides

Espécie (n) Estados (n) Granjas blacTx-m-1 blacTx-m-2 blacTx-m-s blacTx-m-15 blacmy-2
Escherichia coli (48) Dst(a’),Ms% ((212))” N ((22))’ 132’31’4?’)51’6411’7450452’ 0 41 4 8 3
Pseudomonas aeruginosa (3) DF (1), MG (2) 19, 22 0 2 0 1 0
Proteus mirabilis (4) MG (2), PR (2) 16, 41, 51 0 4 0 0 0
Proteus penneri (1) PR (1) 42 0 1 0 0 0
Enterobacter cloacae (1) MG (1) 18 0 0 0 1 0
Salmonella enterica (2) MG (1), RS (1) 21,25 0 1 0 0 1
Klebsiella pneumoniae (5) DF (1), MG (4) 17, 36, 51 1 2 0 3 0
Morganella morganii (1) MG (1) 17 0 1 0 0 0

LT



Tabela 2 - Caracteristicas de fenotipicas e ganasipleE. coli produtoras de CTX-M-2 e/ou pAmpC isoladas de sugntransformantes obtidas.

(continua)
i Estado/ Betas Concentracao Inibitéria Minima (mg/L)*
P Granja lactamase
CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTXIC CAzZ/IC FOX IPM MERGEN CIP PIT
CTX-M-2,
123A SP/13 TEM-1 >32 32 32 8 256 8 0.5 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 >4 <4/4
Top10
- CTX-M-2 >32 >64 32 8 32 16 2 <0.12/4  0.5/4 4 <05 <« <4 <1 <4/4
(123A -T)
CTX-M-2,
123B SP/13 TEM-1, >32 32 16 8 64 16 1 <0.12/4 0.5/4 8 <05 <« <4 >4 <4/4
SHV-type
TOP10 <
(123B-T) - CTX-M-2 >32 >64 64 8 32 32 4 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
CTX-M-2,
135 SC/14 TEM-1, >32 >64 32 16 >512 16 4 <0.12/4 0.25/4 <4 <05 <1 <4 <1 8/4
SHV-type
CMY-2,
136 SC/14 TEM-1 >32 >64 8 <1 128 8 8 4/4 4/4 64 <05 <1 <4 <1 <4/4
CMY-2,
140 SC/14 TEM-1, >32 >64 8 8 64 8 8 8/4 4/4 64 <05 <1 <4 <1 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,
143 SC/14 TEM-1 >32 >64 128 4 256 16 0.5 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 <1 <4/4

8¢



(continuacao)

Concentracao Inibitéria Minima (mg/L)*

. Estado/ Beta-
Estirpe .
Granja lactamase
CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTX/C CAZ/C FOX IPM MERGEN CIP P/T
TOP10
(143-7) - CTX-M-2 >32 >64 32 8 32 16 2 <0.12/4 0.5/4 <1 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
C600 CTX-M-2 >32 >64 32 8 32 16 2 <0.12/4 0.5/4 <1 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
(143B-C) = = = ' = =Y = = = =
CTX-M-2,
144A SC/14 TEM-1 >32 >64 128 8 256 64 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 <4/4
€600 i CTX-M-2 32 64 64 8 64 32 2 <012/4 054 <1l <05 <l <4 <1 <44
(144A-C) = = = ' = == = = =
CTX-M-2,
144B SC/14 TEM-1 >32 >64 128 4 256 32 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 <4/4
CMY-2,
146A SC/14 CTX-M-2, >32 >64 4 <1 64 4 4 4/4 2/4 64 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
TEM-1
CTX-M-2,
160 MG/16 TEM-1 >32 >64 64 8 >256 16 4 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
162A MG/16 CTX-M-2 >32 >64 128 8 >512 64 4 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 >32 <1 <4/4
167A MG/16 CTX-M >32 >64 128 8 >512 64 4 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 >32 <1 <4/4

6¢



(continuacao)

Concentracao Inibitéria Minima (mg/L)*

Esi Estado/ Beta-
stirpe .
Granja lactamase
CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTXIC CAZIC FOX IPM MERGEN CIP  PIT
CTX-M-2,
1678 MGe  CIXMA >3 >64 128 8 >512 64 4 <0124 054 <4 <05 <l 32 <l <d4l4
CTX-M-2,
1718 menr  CIXMA sz 32 32 8 >256 16 1 <0124 0254 <4 <05 <l <4 =4 <d4ld
CTX-M-1,
172 MG/17 CTX-M2,  >32 64 128 16 >512 64 4 <012/4 054 <4 2 <1 >32 <1 <4/4
TEM-1
200 MGrRo NP 32 >64 128 4 >512 128 128 12804 644 =128 <05 <l <4 <l >128/4
CTX-M-2,
2008 Meo CTXMZ -3 >64 64 16 256 128 4 <0124 054 <4 <05 <l <4 =4 <d4ld
2024 MG20  SIN% 3 >4 32 8 128 32 1 <0124 <0124 <4 <05 <1 <4 <l <44
CTX-M-2,
2028 MG/20  TEM-1, 232 =64 64 16 64 16 1 <012/4 <012/4 <4 <05 <1 <4 >4  <4/4
SHV-type
CTX-M-2,
203A  MGI20  TEM-1, 32 >64 64 16 256 16 1 <0.12/4 <0124 <4 <05 <1 <4 >4  <4/4
SHV-type
CTX-M-2,
2038 MGro CTXMZ o3 s64 64 16 256 16 1 <0124 <0124 <4 <05 <1 <4 >4 <44
C600
(2038..0) CTXM-2 >82 64 32 8 64 16 2 <0124 054 <l <05 <l <4 <l <44

o€



(continuacao)

Concentracao Inibitéria Minima (mg/L)*

. Estado/ Beta-
Estirpe .

Granja lactamase

CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTX/C CAZ/IC FOX IPM MERGEN CIP P/T
CTX-M,

204A MG/20 TEM-1 >32 >64 128 16 >512 >128 4 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 >32 >4 <4/4
CTX-M-2,

204B2 MG/20 TEM-1, >32 >64 32 8 256 16 2 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 >32 >4 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,

206A MG/20 TEM-1, >32 >64 >256 >32 256 >128 32 >128/4 64/4 8 <05 <1 >32 >4  >128/4
SHV-type
CTX-M-2,

206B MG/20 TEM-1 >32 >64 >256 8 256 >128 2 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 16 >4 <4/4
CTX-M-2,

207A MG/20 TEM-1 >32 >64 32 8 256 >128 1 <0.12/4 0.25/4 16 <0.5 <1 <4 >4 <4/4
CTX-M-2,

207C MG/20 TEM-1 >32 >64 >256 16 256 >128 2 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 16 >4 <4/4
CTX-M-2,

208A MG/20 TEM-1, >32 >64 64 8 >512 64 4 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,

208B MG/20 TEM-1, >32 >64 32 8 128 16 2 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,

219A MG/22 TEM-1 >32 32 32 4 32 16 0.5 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
CTX-M-2,

219B MG/22 TEM-1 >32 >64 64 16 64 32 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4

T€



(continuacao)

Concentracdo Inibitéria Minima (mg/L)*
Estado/ Beta- ¢ (mg/L)

Estirpe Granja lactamase
CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTX/IC CAzZ/IC FOX IPM MERGEN CIP PIT

CTX-M-2,
220A MG/22 TEM-1, >32 8 <1 <1 128 <0.25 0.5 0.25/4 0.5/4 64 <05 <1 <4 >4 <4/4

SHV-type

CTX-M-2,
220C MG/22 TEM-1, >32 >64 64 4  >512 32 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <05 <1 <4 <1 <4/4

SHV-type

CTX-M-2,
224A MG/22 TEM-1, >32 >64 128 8 256 64 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <05 <1 <4 2 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,
TEM-1
CTX-M-2,
TEM-1
CTX-M-2,
235 RS/23 TEM-1, >32 >64 128 8 256 64 4 <0.12/4 0.25/4 8§ <05 1 <4 <1 <4/4

SHV-type

CTX-M-2,
236 RS/23 TEM-1, >32 >64 >256 16 >512 =>128 4 <0.12/4 0.5/4 16 <05 <1 <4 <1 <4/4
SHV-type
CTX-M-2,
TEM-1
CTX-M-2,
TEM-1

CIéM“"_f’ >32 >64 >256 >32 >512 >128 8 <0.12/4  0.5/4 8 <05 <1 16 2 <44

227B MG/22 >32 >64 >256 16 128 >128 2 <0.12/4 0.25/4 8§ <05 <1 <4 2 <4/4

228B MG/22 >32 >64 >256 8 256 64 1 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4

417 DF/35 >32 264 2256 >32 >512 >128 64 <0.12/4 0.5/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 32/4

484A PR/41 >32 >64 >256 16 >512 >128 4 <0.12/4 0.25/4 8 <05 <1 >32 >4 <4/4

487 PR/41
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(concluséo)

Concentracao Inibitéria Minima (mg/L)*

. Estado/ Beta-
Estirpe .

Granja lactamase

CEP POD CRO FEP CFT CTX CAzZ CTX/IC CAzIC FOX IPM MERGEN CIP PIT

532 scias X2 532 64 64 B 32 2 <0124 <0124 8 <05 <1 <4 <1 <44
CTX-M-2,

564 SC/48 TEM-1 >32 >64 >256 16 >512 >128 4 <0.12/4 0.25/4 8 <05 <1 <4 <1 <4/4
CTX-M-2,

566A SC/48 TEM-1 >32 >64 >256 16 >512 >128 4 <0.12/4 <0.12/4 <4 <0.5 <1 <4 <1 <4/4
CTX-M-2,

566B SC/48 TEM-1 >32 >64 >256 16 256 >128 2 <0.12/4 0.5/4 <4 <05 <« 16 >4 <4/4
CTX-M-2,

567A SC/48 TEM-1 >32 >64 >256 16 128 >128 8 <0.12/4 0.5/4 <4 <05 <« >32 <1 <4/4
CTX-M-2,

574A SC/48 TEM-1 >32 >64 64 16 128 64 2 <0.12/4 0.25/4 32 <05 <1 <4 <1 <4/4
CTX-M-2,

574B SC/48 TEM-1 >32 >64 2256 >32 256 >128 2 <0.12/4 0.25/4 <4 <0.5 <1 <4 >4 <4/4

* CEP, cefalotina; POD, cefpodoxima; CRO, ceftriaxdrBP, cefepime; CFT, ceftiofur; CTX, cefotaximahAZ; ceftazidima; CTX/C cefotaxima+clavulanico; CAZ/
ceftazidima/clavulanato; FOX, cefoxitin; IPM, imipem; MER, meropenem; GEN, gentamicina; CIP, cipsattina, P/T, piperacilina/tazobactam.
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Tabela 3 - Caracteristicas fenotipicas e genotple&. coli produtoras de CTX-M-15 isoladas de suinos

Concentragao Inibitéria Minima (ug/nfL)

Ident. Granj:llq%stad% ST/phy

AMP CEF CTX CRO EFT CPD CAZ FEP FOX IPM MER CIP ENO NOR GEN AMI TET SUL SXT
180A 18/MG/2012 224/B1 >32 >32 =128 >256 >128 =>64 16 16 8 <05 <1 >64 >64 >128 >32 16 >128 >512 2>32
T-180A - - >32 =232 32 8 16 >64 4 2 <4 <05 <1 0.003 0.007 0.06 <4 2 4 <12 <2
180B 18/MG/2012 224/B1 >32 >32 2>128 >256 =>128 2>64 16 16 16 <05 <1 >64 >64 >128 >32 16 >128 2>512 2>32
181 18/MG/2012 224/B1 >32 >32 >128 >256 =128 >64 16 8 8 <05 <1 >64 >64  >128 =32 16 >128 >512 =32
T-181 - - >32 232 2128 >256 =128 >64 16 8 8 <05 <1 0.003 0.007 0.12 >32 2 >128 >b12 <2
1872 18/MG/2012 224/B1 =32 >32 =>128 2>256 >128 =64 16 16 16 <05 <1 >64 >64 >128 >32 16 >128 >512 2>32
T-187 - - >32 >32 >128 128 >128 >64 16 8 <4 <05 <1 0.003 0.003 0.06 =32 2 4 >512 <2
188 18/MG/2012 224/B1 >32 =32 2>128 >256 =>128 >64 16 16 16 <05 <1 >64 >64 >128 >32 8 >128 2>512 =>32
T-188 - - >32 232 2128 2256 128 >64 16 16 8 <05 <« 0.003 0.007 0.12 =32 2 4 >512 <2
223B 22/MG/2012 410/A =32 =32 =>128 2>256 >128 =>64 32 16 16 <05 <1 >64 >64 >128 <4 8 >128 >512 =>32
T-2238° - - >32 232 2128 2256 2128 >64 32 16 <4 <05 <1 0.003 0.003 0.12 <4 8 >128 >512 <2
468 40/PR/2012 1284/B1 >32 >32 >128 >256 2128 >64 16 16 16 <05 <1 >64 >64  >128 =32 16 >128 =512 =32
470 40/PR/2012 1284/B1 >32 >32 =128 >256 >128 =>64 16 =32 8 <05 <1 >64 >64 >128 =32 8 >128 >512 =>32
Topl10 - - <8 8 <02 <« 0.5 1 05 <1 4 <05 <1 0.003 0.003 0.06 <4 2 4 <12 <2

@ Plasmideos representativos IncFEdeoli ST224 and ST410 foram selecionados para dertegdondo pMLST, obtendo a formula FAB F-:A9:B1 (STpaAd C1:A9:B1 (ST410), respectively.
® MG, Minas Gerais; PR, Parana.

¢ CIMs foram determinadas por microdilui¢do e/ouratimicdo; o perfil resistente é indicado em niegde acordo com dzrekpointsestabalecidos pelos CLSI. AMP, ampicilina; CEFfaleina; CTX, cefotaxima;
CRO, ceftriaxona; EFT, ceftiofur; CPD, cefpodoxin@Z, ceftazidima, FEP, cefepime; FOX, cefoxitit@M, imipenem; MEM, meropenem; CIP, ciprofloxaciZNO, enrofloxacina; NOR, norfloxacina; GEN,
gentamicina; AMI, amicacina; TET, tetraciclina; SWulfonamida; SXT, sulfametoxazol/trimethoprim.
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Figura 2 - Ambiente genético do gdmacrx.u.15 identificado enEscherichia colisoladas de suabes retais de suinos
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Tabela 4 - Caracteristicas dos nogasjuence Typ€STs) deE. coli produtoras de CTX-M-8 isoladas de suinos

Concentracéo Inibitéria Minima (mg/L)*

. Estado/
Estirpe Granja/ ST Beta-lactamase
CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTX/IC CAZIC FOX IPM MERGEN CIP PIT
123A SP/13/5845 CTX'“"{SE',\;:_IX'M'Z’ >32 32 32 8 256 8 05 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 >4 <4/4
Topl0
iy ] CTX-M-2 >32 >64 32 8 32 16 2 <012/4 054 <4 <05 <l <4 <1 <4/4
135 sc/a/sgay  CIXM8, CTXM-2, o0 ) 30 16 512 16 4 <0124 0254 <4 <05 <l <4 <1 8/4
TEM-1, SHV-type
143 SC/14/5848 CTX'“"{SE'MC_IX'M'Z’ >32 564 128 4 256 16 05 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 <1 <4
TOP10
e CTX-M-2 >32 >64 32 8 32 16 2 <012/4 05/4 <1 <05 <1 <4 <l <4

CTX-M-8, CTX-M-2,

203B MG/20/5850 TEM-1

>32 >64 64 16 256 16 1 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 >4 <44

* CEP, cefalotina; POD, cefpodoxima; CRO, ceftriaxdtaP, cefepime; CFT, ceftiofur; CTX, cefotaximalZ; ceftazidima; CTX/C cefotaxima+clavulanico; CAZ/
ceftazidima/clavulanato; FOX, cefoxitin; IPM, imipem; MER, meropenem; GEN, gentamicina; CIP, cipsattina, P/T, piperacilina/tazobactam
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Tabela 5 - Caracterizagao fenotipica e genotipgcastirpes d&. pneumoniag@rodutoras de CTX-M-15 isoladas de suinos

Concentracgao Inibitéria Minima (mg/L)*
Q z o o
2 X = T |9 5
7 & gl v | = a o x z o S S
L X
- kS e Y| LS| Ww| o 5 4 s | W | @ | s |¢& = s 2
@) [ L (8 @) o (@] O = = O] < (@) o (@] (@)
427 CTX-M-2 36 | DF B | 378| 32| >32 | >32 | 64| >32 | >64 | >128 >256 | <05 | <1 16 | =32 | >4 >128/4 1/4 0.25/4
601B | CTX-M-15 | 51| MG | C 15 32| >32 16 | <4 | >32 | >64 | >128 >256 | <05 | <1 <4 >32 | >4 <4/4 0.25/4 | <0.12/4
606B CTX-M-15 51| MG D 340 | 32| =32 16 | <4 | 232 | >64 >128 >256 | <0.5 <1 >32 | =232 >4 <4/4 0.5/4 <0.12/4
606C CTX-M-15 51| MG D 340 | 32| =32 16 | <4 | 232 | >64 >128 >256 | <0.5 <1 >32 | 232 >4 <4/4 0.5/4 <0.12/4
608 CTX-M-15 51| MG D 147 16| >32 16 | <4 | >32 | >64 64 >256 2 2 8 >32 >4 <4/4 <0.12/4 | <0.12/4

* AMP, ampicilina, FAZ, cefazolina; CEF, cefalotimaT X, cefotaxima; CRO, ceftriaxona; EFT, ceftiof®@QD, cefpodoxima; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepi@@&Xx/C,
cefotaxima; CTX/C, cefotaxima+clavulanato; CAZ/Ceftazidima+clavulanato; FOX, cefoxitin; IPM, imipem; MER, meropenem; GEN, gentamicina; P/T,
piperacilina/tazobactam; CIP, ciprofloxacina.
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Tabela 6 - Caracterizagdo fenotipica e genotipgcastirpes d&. entericgprodutoras de CTX-M-2 e pAmpC isoladas de suinos

Concentragéo Inibitéria Minima (mg/L)*

Estado

TAZ | FAZ | FEP | FOX| CEP| POO FOT AXOQ IM| MER GEN AMPR CIP P/T | CTX/C| CAZ/C

Estirpe
Sorotipo
blacrx-m
Granja
ST

93 Agona CMY-2 24 19 RS 32| 32 | <1 | >128| =32 | >64 16 16 | 05| <1 >32 | 232 | >4 8/4 16/4 16/4

>32 | =32 | >4 | 16/4| 0.5/4 0.5/4

219C S. enterica | CTX-M-2 | 22 19 MG 2 >32 8 <4 >32 | >64 16 64 | <0.5 <1

* AMP, ampicilina, FAZ, cefazolina; CEF, cefalotimaT X, cefotaxima; CRO, ceftriaxona; EFT, ceftiof@®@QD, cefpodoxima; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepi@&x/C,
cefotaxima; CTX/C, cefotaxima+clavulanato; CAZ/Ceftazidima+clavulanato; FOX, cefoxitin; IPM, imipem; MER, meropenem; GEN, gentamicina; P/T,

piperacilina/tazobactam; CIP, ciprofloxacina.
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Tabela 7 - Caracterizagao fenotipica e genotipgcastirpes d®@seudomonas aeruginopaodutoras de CTX-M-like isoladas de suinos

Concentragéo Inibitéria Minima (mg/L)*

i g O i 5 TAZ FAZ FEP FOX CEP POD, FOT AXQ IMI MER| GEN AMH CIP PIT CTX/C CAZ/C
190A CTX-M-15 19 MG ST3201/A 1 >32 2 >64 >32 >64 16 32 4 <1 <4 >32 >4 <4/4 2/4 64/4
220B CTX-M-2 22 MG ST3202/B 4 >32 2 >64 >32 >64 32 64 1 <1 <4 >32 <1 8/4 2/4 >128/4
228A CTX-M-2 22 MG ST3203/B 2 >32 <1 >64 >32 >64 8 64 1 <1 <4 >32 <1 8/4 214 32/4

* AMP, ampicilina, FAZ, cefazolina; CEF, cefalotif@T X, cefotaxima; CRO, ceftriaxona; EFT, ceftiofOD, cefpodoxima; CAZ, ceftazidima; FEP, cefepi@&X/C,
cefotaxima; CTX/C, cefotaxima+clavulanato; CAZ/@ftazidima+clavulanato; FOX, cefoxitin; IPM, imipem; MER, meropenem; GEN, gentamicina; P/T,

piperacilina/tazobactam; CIP, ciprofloxacina.

Figura 3 - Ambiente genético do gene blaCTX-M-1éniificado enP. aeruginosadsoladas de suabes retais de suinos

ISEcp1l bla ORF 477

CTX-M-15
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Tabela 8 - Caracteristicas de enterobactériassegtegativas isoladas de fezes de suinos.

Concentragao Inibitéria Minima (mg/L)

Estirpe Espécie Granja Beta-
/Estado Lactamase CEP POD CRO FEP CFT CTX CAZ CTX/IC CAzZ/IC FOX IPM MERGEN CIP PIT
. . . CTX-M-2,
168C Nao identificado MG/16 TEM-1 >32 >64 >256 16 >512 =>128 4 <0.12/4 0.5/4 <4 <05 <1 16 <1 8/4
1728 Morganelia Motz CTXM2 e o a0 <1 64 <025 <025 W U4 16 <05 <1 8 >4 <4l4
morganii TEM-1
168A  Proteus mirabilis  MG/16 CTX'Ml' TEM-" 232 32 64 16 512 64 <025 <0.12/4 <0.12/4 <4 2 <1 8 >4 <4l4
o CTX-M-2,
478B Proteus mirabilis PR/41 TEM-1 >32 >64 128 >32 >512 >128 2 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 <4 <l <4/4
s CTX-M-2,
479B Proteus mirabilis PR/41 TEM-1 >32 >64 64 16 64 32 0.5 <0.12/4 <0.12/4 <4 <05 <1 >32 2 <4/4
. CTX-M-2,
606A Proteus mirabilis MG/51 TEM-1 >32 >64 >256 =>32 >512 64 1 <0.12/4 <0.12/4 8 2 <1 16 >4 <4/4
. CTX-M-2,
484B  Proteus penneri PR/42 TEM-1 >32 >64 32 8 32 16 0.5 <0.12/4 <0.12/4 8 1 <1 <4 >4 <4/4
Enterobacter CMY-2, CTX-
189 MG/18 M-2,CTX-M- >32 =>64 =>256 =>32 =>256 >128 32 4/4 8/4 >128 <05 <1 >32 >4 16/4
cloacae 15 TEM-1

(0%



41

5 DISCUSSAO

No presente estudo observou se que a ocorréncia de produtores de ESBL é
variavel entre as granjas avaliadas e entre os estados. Isso se deve a praticas distintas de
manejo adotadas pelos produtores, o que envolve diversidade na pratica de medidas

sanitarias e diferentes protocolos de administracao de antimicrobianos.

5.1 PRODUCAO DE CTX-M-2 E pAmpC POR ESTIRPES B&cherichia coliISOLADAS
DE SUABES RETAIS DE SUINOS

As classicas enzimas do tipo TEM e SHV constitusrprancipais beta-lactamases de
amplo espectro no continente Europeu e Estadosobnggndo recentemente substituidas por
ESBL da familia CTX-M, as quais hidrolisam prefai@mente cefotaxima a ceftazidima.
Por outro lado, as ESBLs prevalentes na AméricaSdbtém sido as do tipo CTX-M,
especialmente as do grupo CTX-M-2. O primeiro assproducdo de CTX-M-2 reportada no
Brasil ocorreu no ano de 2000, em estirpesPdeteus mirabilisisoladas em hospitais
(BONNET et al., 2000). Posteriormente, em 2007réportado pela primeira vez estirpes
Escherichia colide origem comunitaria produtoras de CTX-M-2 (MINIAR et al., 2007).

No mesmo ano, um estudo europeu identificou o0 berex-u-2 emE. coliisolada de frangos
importados do Brasil (WARREN et al., 2008).

De fato a presenca tacrx-m-2 tem sido intensamente relatada no Brasil em estirp
de E. coli, tanto em amostras humanas de origem clinica aumitdnia como de animais
(MINARINI et al., 2007; WARREN et al., 2008; ROS2011; SILVA; LINCOPAN, 2012).

Neste estudo foram isoladas 44 estirpesEdeoli produtoras de CTX-M-2 de 9
granjas localizadas em Sao Paulo, Parana, MinaaisGerSanta Catarina (Tabela 1, Tabela
2). Essas estirpes apresentaram altos valores Me(i@Y/L) para cefalotina (CIM>32),
cefpodoxime (CIM>64) e ceftiofur (CIMy=256) e resisténcia variavel a ceftriaxona £56
CIM <1), cefotaxima (128 CIM <0.25), cefepime (32 CIM <1), cefoxitin (12& CIM <4),
ceftazidima (128= CIM<0.5), gentamicina (32 CIM <4), ciprofloxacina (4 CIM <1) e
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piperacilina/tazobactam (128/4CIM <4/4). Apenas amicacina e carbapenens foram efetivos
contra todos os isolados.

Um total de 23 estirpes ndo foram suscetiveigpeoftdxacina, antimicrobiano com
estrutura quimica muito similar a enrofloxacinag gi comumente utilizada na producao
animal. Além disso, 10 estirpes foram resistentgerdamicina. Infelizmente, a producao de
ESBL associada a determinantes de resisténcia grdnaicrobianos néo-beta-lactamicos

limita ainda mais as opc¢oes terapéuticas em patisnofeccdes por essas estirpes.

Curiosamente, duas estirpes foram resistentesa@ciasdo piperacilina/tazobactam
(MIC > 128/4). A resisténcia a piperacilina/tazobactardepser mediada pela producéao de
AmpC beta-lactamases, hiper producdo de enzimas-TBM ainda pela perda da expresséo
de porinas na membrana externa bacteriana. Ambestigzes, 200A e 206A, foram positivas
para TEM-1, sendo que a estirpe 200A produziu ap@ma familia CMY-2. A producéo de
enzimas do tipo SHV também tem sido descrita como fator para a diminuicdo da
sensibilidade a inibidores de beta-lactamasesctam o tazobactam (LEE et al., 2013).

Além das enzimas CTX-M-2, 16 estirpesHlecoli também produziam ESBL do tipo
SHV. Embora menos prevalentes que as enzimas ddiiX-M, as SHV também tem sido
descritas no Brasil, predominantemente em estdp&sebsiella pneumoniaPROPA et al.,
2010; TOLLENTINO et al., 2011; VERAS et al.,, 2011 A enzima TEM-1 também foi
amplamente identificada nesse estudo, porém, ezdma TEM-1 ndo é classificada como
ESBL, sendo responsavel pela hidrolise de penaslimas cuja hiperproducdo pode mediar

resisténcia a piperacilina-tazobactam.

Os experimentos de transformacdo e conjugacadtaesu na obtencdo de trés
estirpes transformantes 123A-T, 123B-T e 143-Tés #stirpes conjugantes 143-C,144A-C e
203B as quais adquiriram o gebkcrx-.m2 @ partir das estirpes 123A, 123B, 143, 144A e
203B, respectivamente. O geblacrx-m-2 estava associado a presenca de plasmideos do tipo
IncF. Plasmideos da familia IncF sdo associadossserdinacdo de diversos fatores de
resisténcia e viruléncia e constituem um dos grugmsncompatibilidade mais detectados
dentre enterobactérias. Neste trabalho, relatamatissgeminacdo dos plasmideos IncF
carregando o gendactx-.v-2 dentro da producdo de suinos, os quais tornaressevatorios
desses plasmideos de resisténcia, que podem samiiados para o ambiente e/ou

populacdo humana.
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Finalmente, os padrbes obtidos por ERIC-PCR res@laa disseminacao multiclonal
das estirpes produtoras de ESBL, com a existéneiaifgérentes perfis, confirmando a
disseminagéo do plasmideo de resisténcia carreggrisblacTx-ipe NO territério brasileiro,
uma vez que foram isoladas estirpesEdecoli CTX-M-like-positivas em nove granjas de
guatro estados geograficamente distantes, Sao,Mauas Gerais, Parana e Santa Catarina.
Por outro lado, vemos uma concentracéo de estigsestentes no estado de Minas Gerais, 0

gue pode estar indicar uma maior utilizacdo deraatobianos nestas granjas.

Além das estirpes produtoras de ESBL, foram isdaseis estirpes resistentes a
cefoxitina, das quais trés foram positivas par@megCMY-2. Durante um longo periodo de
tempo, as descricdes de pAmpC ao redor do mundogomeceram restritas a hospitais.
Atualmente, as beta-lactamases pAmpC se disseminar@a comunidade, animais de
companhia, animais de producdo e ambiente, alémett®s no ambiente hospitalar terem
aumentado significativamente (PAVEZ et al., 200ATASEJE et al., 2010; GUO et al.,
2014). Logo, as pAmpC se tornardo uma ameaca globab mais preocupante do que se
pensava inicialmente, principalmente se elas serslficarem e disseminarem de forma téao

eficaz como ocorreu com as ESBL nos ultimos anos.

A esse respeito, as cefalosporinares CMY-2 sa@AaspC mais prevalentes e
mundialmente distribuidas (MAMMERI et al., 2010)No Brasil, o geneblacyy., foi
primeiramente descrito em trés estirpesSdénonellaHeildelberg (PEIRANO et al., 2006).
Logo depois, a producdo de CMY-2 foi identificada estirpes deéE. coli resistentes ao
carbapenem isoladas de amostras clinicas de um rhodee 46 anos que, morreu de
septicemia (PAVEZ et al., 2008); e, mais recentémena ocorréncia em carne de frango
tem sido descrita (BOTELHO et al., 2015). Aqui,agpmos pela primeira vez no Brasil a
producao de CMY-2 pdE. colide origem suina. Vale ressaltar ainda que plassido tipo
Incll estao intensamente relacionados a dissenunac&e  blacuy-2

(http://pubmlist.org/plasmid/).

5.2 Escherichia colPRODUTORA DE CTX-M-15

O geneblactx.m-15 foi detectado em oito estirpes Be coli agrupados em 8lusters
pertencentes agequence typdSTs) ST224, ST410 e ST1284 (Tabela 3). As estigies-
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M-15-positivas exibiram altos valores de CIM pama aefalosporinas de uso humano e
veterinario (Tabela 3), apresentando também resisté ciprofloxacina (CIM64 pg/ml),
enrofloxacina (CIM64 pg/ml), norfloxacina (CIM128 pg/ml), gentamicina (CIM32
ug/ml), tetraciclina (CINt128 pg/ml) e sulfonamidas (CI¥b612 ug/ml), confirmando um
fenotipo multirresistente (MR). Por outro lado, dsdas estirpes permaneceram suscetiveis as
cefamicinas, amicacina, piperacilina/tazobactararbapenens.

Os produtores de CTX-M-15 pertenciam a trés peatimais: ST224 (4 isolados,
granja 18, MG), ST410 do Complexo clonal 23 (1adol da granja 22, MG) e ST1284 (2
estirpes, granja 41, PR). Apesar de nenhum dos @#iirpes pertencerem ao grupo
filogenético B2, caracterizado por estirpes altamenirulentas, elas pertenciam aos
filogrupos de baixa viruléncia A e B1l. Para asrpef deE. coli ST224 e ST410, o gene
blactx-m-15 foi transferido com sucesso para a estirpe receploplOE. coli sendo
associado a presenca de plasmideos do grupo dapatibilidade IncF, com tamanhos de
40-90kb. Finalmente, os plasmideos IncF-positivigir@rios das estirpes pertencentes aos
ST224 e ST410 foram selecionados para obtencaerdib gegundo o pMLST, sendo que as
estirpes pertencentes ao ST224 apresentaram p&mssnidcF com a férmula F-:A9:B1
enquanto as do ST410 apresentaram a férmula C11IA®B fato, Plasmideos do tipo IncF
tém sido amplamente descritos émterobacteriaceaecarregando genes de resisténcia e
acredita-se que eles sejam predominantes na disagiioi de genes codificadores de beta-
lactamases dentre enterobactérias (VILLA et all02@GBOLU et al., 2013)Neste estudo
observa-se a diversidade de plasmideos IncF cadega gendlacrx-u-15, demonstrando a

aquisicao de diferentes plasmideos de resistéocia.woli nas granjas de suinos.

As estirpes representativas Becoli CTX-M-15 positivas 181 e 223B, pertencentes
aos ST224 e ST410, respectivamente, apresentanerdée arranjos genéticos na posicao
upstream ao genklacrx.m-15, de acordo com os resultados obtidos com o seuento
parcial dos plasmideos IncF F-:A9:B1 e C1:A9:Bhdfaridos para a estirfge coli Top10
(Figura 2). Neste sentido, a estirpe 223B apreses&gjuéncia de insercadetplflanqueada
pela sequéncia IS26 upstream ao daagrx-m-15 €m estrutura similar ja descrita previamente
(DHANJI et al., 2011), mas com uma delecéo de 72¥pbequéncia EXpl O geneblactx-

v-15 também foi previamente identificado junto a seqigde inser¢cdo Scpltruncado ao
elemento 1S26 em estirpes He coli pertencente ao ST410 isolado em amostras de origem
clinica e de alimentos do sul da Espanha (LOPEZERER et al., 2011); de qualquer forma a

sequéncia 1S26 tem sido identificada em direcastap@-igura 2). Por outro lado, um novo
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contexto genético do getdacrx-m-15 foi observado na estirge coli pertencente ao ST224,
gue apresenta uma sequéncigdfl de tamanho 1177 truncada por uma transposase 1S26
incompleta em posicdo upstredmecrTx.v-15, €strutura semelhante aquela encontrada em
estirpes deE. coli produtoras de CTX-M-15 no Reino Uniddo isoladasnustite bovina
(TIMOFTE et al., 2014).

Além do geneblactx-.m-15, 0S genesaac(3)-lla sull e tetA determinantes de
resisténcia a gentamicina, sulfas e tetraciclioegrh co-transferidos para a estirpe receptora
E. coli TOP10, conferindo altos valores de CIM para esmaf#bidticos. De fato, o
sequenciamento completo do plasmideo adquirid® gsirpe 181, revelou a aquisi¢do dos
genesblapgxa-; determinante de beta-lactamasaadAl aadA2 aadA5 e aac(3)-lla que
conferem resisténcia aminoglicosideos, destacamdo-gieneaac(3)-lla o qual confere
resisténcia a gentamicin@atB3 relacionado a resisténcia de fenic@sjl e sul3 que
confere resisténcia a sulfonamida$tAl12 e dfrA17 que hidrolisam trimetoprim e o gene
variante aac(6’)Ib-¢ relacionados a resisténcia de aminoglicosidediiaroquinolonas,

embora a estirpe transformante 181-T tenha perndimsensivel a fluoroquinolonas.

Finalmente, trata-se do primeiro relato da ocoigéde estirpes multirresistenteskle
coli isoladas de suinos comerciais carregando o0 bQknex.m-15 N0 Brasil. Em destaque,
descrevemos a producéo de CTX-M-15 pelo ST410epeshte ao complexo clonal 23, que
foi previamente identificado em animais de produedamostras clinicas, evidenciando sua
potencial transmissdo entre humanos e a animaiBEZCERERO et al., 20114lém disso,

o clone ST410/CTX-M-15tem sido predominante dentre produtores de ESBlhespitais
brasileiros (PEIRANO et al.,, 2011). Por outro ladstirpeskE. coli ST224 isoladas de
pacientes tém sido associadas a producdo de désreeta-lactamases de grande importancia
clinica, tais como NDM-1, KPC-2, e também CTX-M-IBARANIAK et al.,, 2011;
MSHANA et al., 2011 ; LIU et al., 2013); e mais eatemente, a producédo de CTX-M-8 em
E. coli ST224 isolada de rebanhos de bufalos comerciaisdéaumentada no Brasil
(AIZAWA et al., 2014).

Diante disso, a deteccdo dos grupos genéticos ide-bauléncia A e B1 sugere a
selecédo de reservatorios silenciosodblderx.v-15 dentre estirpes comensais intestinaisde
coli em suinos saudaveis, representando um grandeeprabtle sadde publica, pois
produtores de ESBL de origem comensal podem exargerimportante papel como
patdgenos oportunistas em hospedeiros animaismarias. Em relacéo a isso, 0 intenso uso

do ceftiofur na producédo de suinos pode estar skna selecdo e persisténciaklecoli
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intestinal com fendtipo resistentes a cefalospsr{ipdJTZ et al., 2011)pnde geneblactx-m-
type podem se disseminar rapidamente dentre ssfunkveis.

5.3ESCHERICHIA COLPRODUTORA DE CTX-M-8

O sequenciamento das enzimas CTX-M-like das estif?3A, 135, 143 e 203B
revelou a ocorréncia de ESBL do grupo CTX-M-8 nadpcdo suina (Tabela 4). Neste
contexto, as enzimas do tipo CTX-M-8 foram dessrjtala primeira vez no ano 2000, em
estirpes deEnterobacterspp. eCitrobacter sp. isoladas em hospitais no Rio de Janeiro
(BONNET et al., 2000). Posteriormente, o gene bh&®1-8 foi identificado em estirpes de
K. pneumoniactambém na cidade do Rio de Janeiro (PEIRANO.e2809). Por sua vez,
os relatos na producao animal sdo recentes. Aieaada (2014) descrevem a ocorréncidde
coli produtora de CTX-M-8 na producao leiteira de mgatnquanto Ferreira et al. (2014)
descrevem a disseminacédo do gene blaCTX-M-8 engdsanle corte. Mais recentemente,
Botello et al. (2015) isolou estirpes d& coli produtoras de CTX-M-8 em carcacas
congeladas de frango vendidas em supermercadosndaando a persisténcia de fenotipos
resistentes no produto final, que chega ao consamid

No presente estudo, relata-se pela primeira veBrasil, a ocorréncia de. coli CTX-
M-8-positivas na producéo suina, as quais foramctarzadas como novos STs ST5845,
ST5847, ST5848, ST5850. As estirpes produtorasTdeI@-8 também produziram a enzima
CTX-M-2, a qual foi transferida com sucesso paréirdeagens receptords. coli C600 eE.
coli Top10 por conjugacéao e transformacéao, respectivEmEntretanto, o gene blaCTX-M-8
detectado nestas estirpes e associado a plasndddamilia Incll, ndo foi adquirido pelas
estirpes receptoras (FERREIRA et al., 2014).

5.4Klebsiella pneumoniaPRODUTORA DE ESBL

Klebsiella pneumoniag@ um dos agentes infecciosos de grande importamezia
ambiente hospitalar. Neste estudo foi isolada ust@pe deK. pneumoniagprodutora de

CTX-M-2, sendo positiva para ambos 0s gdrlagrx-m-2 €blactx-m-1 (Tabela 5). Além disso,
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guatro estirpes eram produtoras de CTX-M-15, dassqués eram clonais segundo o ERIC-
PCR, sendo provenientes de granjas de Minas Gekasstirpe restante foi isolada de
amostras do Distrito Federal, mostrando a dissggdmade enzimas CTX-NMke em

diferentes regides do territério brasileiro.

As estirpes d&. pneumonia@rodutoras de ESBL apresentaram altos valoredie C
(mg/L) para cefotaxima>(128) e ceftriaxona>256), e perfil varidvel a cefoxitina (Mig=),
cefepime (MIG=16), gentamicina (MI§=16), sendo que uma estirpe apresentou perfil
intermediario ao imipenem (MIC=2), o que pode sedimdo pela perda da expressdo de
porinas, uma vez que o geblexpc-2 ndo foi identificado. Além disso, a estirpe pradatde
CTX-M-2 foi resistente a piperacilina/tazobactarodds os isolados permaneceram sensiveis

ao meropenem e amicacina.

Estima-se que aproximadamente 50% dos isolados nasndeKlebsiella spp.no
Brasil sejam produtores de ESBL, resultando emafd#rapéutica e surtos por estirpes
resistentes no ambiente hospitalar, o que tem ialfiacto na sadde publica diante das
caracteristicas de patogenicidade e endemicidaddadteria (CORKILL et al.,, 2001;
KIFFER et al., 2005; MARRA etl., 2006; ROSSI, 2011; VILLEGAS et al., 2011. 2¢of
K. pneumoniag@rodutora de ESBL esta amplamente disseminadab@ate hospitalar e na
comunidade, e, recentemente, tem sido descritaéi@mmo meio ambiente (OLIVEIRA et al.,
2014). Porém, os relatos de ESBL na producdo amerahanecem escassos. Neste estudo,
descrevemos pela primeira vez a ocorrénci.deneumoniagrodutores de CTX-Mike na

producao suina brasileira.

Duas estirpes dE. pneumoniagrodutoras de CTX-M-15 pertenciam ao ST340 do
Complexo Clonal 11 (Tabela 5). Esse clone tem sdwmplamente descrito no Brasil,
geralmente carregando determinantes para a cadrapsae KPQike. Realmente, hospitais
dos estados de Alagoas, Piaui, Espirito Santo ePa&étn, mais o Distrito Federal, tem
reportado a disseminac&o do clone ST340/KRstirpe pertencente a esse clone isolada no
presente estudo ndo carregava gét@asc. Em 2007, estirpek. pneumoniagrodutoras de
CTX-M-15 foram isoladas em um hospital terciarioedtado de Sdo Paulo (TOLLENTINO
et al., 2011) e, recentemente, Oliveira et al. 420&latou a ocorréncia de estirpes do cléne
pneumoniaeéST340/KPC-2 co-produtora de CTX-M-15 em aguas dos rios Tig&néeiros,
no estado de Sao Paulo. Essa estirpe possuia giessnie resisténcia carregando os genes

blactx-m-15 € blakpc2 demonstrando a promiscuidade desse clone, comigipide novos
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determinantes de resisténcilfelizmente, os experimentos de transferéncigldemideos

foram negativos para as estirpekd@neumoniae

Além do ST340, outros STs pertencentes ao compikxtl 11 tem se disseminado
por pelo menos 11 estados brasileiros, sendo egidémos cinco continentes, confirmando

gue o CC11 pode ser considerado como o mais impertaomplexo clonal relacionado a

dispersdao de genellakpClike ao redor do mundo. Dessa maneira, fica evidente a
importancia que o clone ST340/CTX-M-15solado de suinos comerciais assume na

epidemiologia de fendtipos resistentes a antiloétlmeta-lactamicos.

Além do ST340, outro ST de grande importancia céimsolado no presente estudo foi
o ST15, o qual tem sido frequentemente descrit@eimais de companhia (DONATI et al.,
2014) e como clone epidémico na Europa (NIELSEMIgt2011). As estirpes restantes
pertenciam ao ST147 e ST378. O ST378 foi descnit@mostras clinicas humanas. O ST147
tem sido associado a producdo de CTX-M-15, além cdgproducdo de NDM-7
carbapenemase e RmtF metilase (LEE et al., 201DFRRGUES et al., 2014). No Brasil, o
clone K. pneumoniaeST147 foi identificado carregando determinantesrek@sténcia a

fluoroquinolonas em pacientes com infec¢éo urindg®@CHA et al., 2014).

5.5 PRODUCAO DE CTX-M-2 E CMY-2 PORalmonella enterictSOLADAS DE
SUABES RETAIS DE SUINOS

Salmonella entericaem assumido grande importancia epidemioldgicaiddeao
crescente numero de surtos e infeccdes relacionadasonsumo de agua e alimentos
contaminados, especialmente de origem animal (VARSAN; HARACEMIV; MASSON,
2006; CENTER FOR DISEASE CONTROL, 2007; BRASIL, 2D0A administracdo de
antibioticos para o tratamento faz-se necessariaamws de infec¢cdes extra intestinais ou em
grupos mais susceptiveis da populacdo (criancasosde imunossuprimidos). Logo, a
ocorréncia de fenétipos resistentes € uma quest&aldie publica.

Neste estudo, apenas duas estirpeSalmonellaspp. resistentes ao ceftiofur foram
isoladas, uma produtora de cefamicinase CMY-2 eaocdrregando o gerdacrtx.m-2. A

estirpe produtora de CMY-2 apresentou alto valoCid (mg/L) para cefoxitin (MIS128)
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assim como a estirpe carregando o gblaerx.m-2 apresentou altos valores de CIM para
cefotaxima e ceftriaxona (Ci64).

Contrariamente K. pneumoniae E. coli, relatos dé&salmonellaprodutoras de ESBLs
sdo incomuns, uma vez que a maioria dos estuddsindc Salmonellaspp. relatam
resisténcia, mas ndo contemplam os mecanismosvin®l Porém, dentre as ESBLs ja
descritas em salmonelas néo-tifdides no Bras#ioeas enzimas OXA-53, CTX-M-8 e CTX-
M-9 (MULVEY et al., 2004; FONSECA et al., 2006; FRANO et al., 2006). Recentemente,
a producédo de CTX-M-2 foi descrita em espécimeSalmonellaTyphimurium recuperadas
de produtos de origem aviaria e fontes relacionad@so também em pacientes pediatricos
no Brasil (FERNANDES et gl 2009). Posteriormente, Silva et al. (2013) reparh a
presenca do geneblactxm2z em Salmonella enterica pertencente aos sorotipos
Schwarzengrund e Agona isolados da producéo aviColasiderando a producédo suina, esse
€ o primeiro relato d&. entericgprodutora de CTX-M-2 nas granjas brasileiras, icovd@ndo
a aquisicao e disseminacéo do gblerx-.m-2 €m Salmonella entericésoladas da producéo

animal.

As enzimas CMY-2ype constituem as mais prevalentes e mundialmenteldigtas
pAmpC. No Brasil, o primeiro relato do geblacvy-2, foi em estirpes d8almonella enterica
de origem clinica e animal (PEIRANO et al., 20Q&)go depois, sua ocorréncia em estirpes
deE. coliisoladas de paciente com septicemia foi reportAdai, relata-se a ocorréncia do
gene blacyy-. ha producdo de suinos. A esse respeito, plasmideosgrupo de
incompatibilidade Incll tém sido largamente asstmsaa disseminacdo do gdmacuy-2. A
esse respeit@almonella entericéem sido o principal patégeno a carregar plasnsidied1-
blacmy-2 (http://pubmilst.org/plasmid/), demonstrando a ingnacia deéSalmonella entericaa

disseminacédo de pAmpC.

Ambas as estirpes 93.1.1 e 219C pertenciam ae &3 19 dé&almonella enterigao
qual ja foi descrito na producdo de suinos em Baltapresentando fen6tipo MR, mas sem
produzir beta-lactamases. O ST19 tem sido desoorao o principal ST abrigando estirpes
de Salmonella entericaerovar Typhimurium. Porém, a estirpe 93.1.1 pedeo sorotip&.
Agona. Este dado indica que o ST19 abriga difeseateotipos deésalmonellaspp. neste
contexto,SalmonellaAgona tem sido descrita causando surtos em hasgitaliatricos no
Brasil (ASENSI et al., 1994), além de ser o segusdmtipo isolado em frigorificos de
suinos do Rio Grande do Sul (BESSA et al., 20@&finmando que os suinos podem ser uma

fonte de contaminacdo de patdgenos humanos. Aléso,desse sorotipo ja foi descrito na
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producédo avicola Brasileira como produtor de CTXNBILVA et al; 2013).

5.6 Pseudomonas aeruginaSARODUTORA DE ESBL

Embora a colonizagédo seja um fator importanta pdgeccaopP. aeruginosando tem
grande importancia na produgcdo de suinos, sendoilrdénte associada a infeccdes
primarias. Na clinica humarfa aeruginosaambém se configura como agente oportunista,
sendo que aproximadamente 30% de todas as infedodesto respiratorio inferior no Brasil
sao causadas pBr aeruginosgSADER et al., 2003).

Dentre as beta-lactamases descritag’emeruginosano Brasil, podemos citar CTX-
M-2, GES-1, GES-5, IMP-1 e SPM-1, sendo que SPM-10j descrita tanto em hospitais
guanto no ambiente. Neste estudo, relatamos aigiidos geneblactx-m-2 € blacTx-m-15
por estirpes d@. aeruginosana producao de suinos. Essas estirpes permanesenafueis a
ceftazidima e cefepime. Com respeito as cefalospsriclassicamente hidrolizadas pelas
enzimas CTX-M-like, isto é, cefotaxima e ceftiofalas ndo possuem significado clinico para
P. aeruginosando havendo padronizacdo dos valores de CIM aaurCLSI para esses
antimicrobianos.

De modo semelhante as estirpesEdecoli CTX-M-15+, 0 geneblactx.m-15 €em P.
aeruginosaestava flanqueado pela sequéncia de insercao 1SEgela open reading frame
ORF477 (Figura 3), sugerindo a aquisicao do geras pestirpes d&. coli, uma vez que
ambas espécies CTX-M-15+ foram isoladas na mesargagrA analise do MLST revelou a
emergéncia de novos clones, designados ST320103E33T3203 (Tabela 7).

Assim, diante da importancia qie aeruginosaassume em medicina veterinaria e
humana, a descri¢cdo de suinos como reservatoriestidees carregando genes de resisténcia
torna-se um alerta no manejo de suinos a fim dedn@ veiculacdo desse patdogeno pelo

consumo de alimentos de origem animal.

5.7 PRODUCAO DE CTX-M:IKE POR ENTEROBACTERIAS LACTOSE-NEGATIVAS
ISOLADAS DE FEZES DE SUINOS COMERCIAIS

Neste estudo, isolamos cinco estirpesPdeteusspp., uma estirpe dilorganella
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morgannie uma estirpe dénterobacter cloacaprodutoras de CTX-M-2 e CTX-M-1, CTX-
M-2 e CTX-M-15, respectivamente (Tabela 8).

O primeiro caso de producdo de CTX-M-2 reportagldrasil ocorreu no ano 2000,
em estirpes deProteus mirabilis isoladas em hospitais (BONNET et al., 2000).
Subsequentemente, essas enzimas se disseminaraomo@aidade, em pets, animais de
producdo e alimentos relacionados. Neste estugorteanos o isolamento de estirpes de
Proteus mirabilise Proteus pennercarregando o gern®#acrx.v-2 ha producao suina, o que ja
tem sido relatado em produtos aviarios (CASELLAakt 2015).Proteus spp. tem sido
relacionado frequentemente a infec¢des urinariasese e humanos, de modo que a

disseminacéo pela cadeia de producao de alimeat@ss#r contida (CABRAL et al., 2015).

Com relacdo Morganella morganiienzimas do tipo CTX-M ja tém sido descritas no
Brasil em infec¢des hospitalares, sendo esse epdmnelato dessa espécie carregando genes

blacTx-m-2 Na producéo animal brasileira (DROPA et al., 2009).

Finalmente E. cloacaeassume grande importancia em medicina humanap send
quarto principal agente associado a infec¢fes tadapgs, incluindo septicemia, infeccbes do
trato respiratério inferior e do trato urinario (SER, 2001). Esse é o primeiro relato e
cloacaeprodutor de CTX-M-15 na producado animal. PoréneegblaCTX-M-15 em estirpes
de Enterobacterspp. tem sido reportado no ambiente hospitaladuimo infeccdes de
corrente circulatoria (SEKI et al., 2013; CARVALHESSEFI, 2014), o que demonstra a

necessidade de conter a disseminacao desses clones.

As cefamicinas (cefoxitina) tém sido utilizadasnoo alternativa no tratamento de
infegcbes por produtores de ESBL. Especificamenteradatdo adEnterobacter cloacaea
espécie é intrinsicamente resistente as cefamidiedo a producédo cromossomal de AmpC,
assim como as demais espécies do grupo CESPoljacter freundii Enterobactersp.,
Serratia marcescenandProvidenciasp). Além disso, a estirpe 189 apresentou alttses
de CIM para quinolonas (CBmg/L), alternativa no tratamento de fendtiposstesites a
cefalosporinas. Dessa maneira, a ocorrénciaEdecloacae produtor de CTX-M-15 na

producao animal torna-se um problema de saudegadbli

Na suinocultura mundial, a ocorréncia de infec¢imgterianas entéricas, respiratorias

e sistémicas gera altas perdas econdmicas, assmentficacdo de clones resistentes ao



52

ceftiofur e aos diferentes principios ativos awiigmatinge diretamente esse setor econdmico,
limitando as alternativas terapéuticas. Além dissono resultado da producdo de ESBL, ha
resisténcia cruzada a cefalosporinas de uso huntam@ndo a disseminacdo de estirpes
resistentes na producéo suina uma questao de paliliea, pelo risco de disseminacdo na
populacdo humana através do consumo de alimentosgien animal e/ou profissionais que

manejam esses animais. Além das infec¢des intestihacoli que foi a espécie com maior

frequéncia de resisténcia neste estudo é o prinagente Gram-negativo relacionado a

infec¢des urinarias em humanos, 0 que nos alartaanais sobre a urgéncia em impedir a

disseminacgéo desses fenotipos.
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6 CONCLUSOES

O estado de Minas Gerais concentrou 0 maior nurder@stirpes produtoras de
ESBL;

Sequence typate E. coliepidémicos na clinica humana, ST224 e ST410/CO28rf
identificados na producao suina carregando o gEaex-m-15;

Novos STs dée. coli foram identificados como reservatérios do gbla&rx-.m-s na
producao suina;

Os STs d&K. pneumonia&T340/CC11, ST15 e ST147 de grande importanciaalin
humana, também estdo presentes na producao suina;

Novos STs dé. aeruginosgST3201, ST3202 e ST3203) carregam 0 d#a€rx-w-

15,

A ocorréncia de estirpes de enterobactérias pemées a complexos clonais
potencialmente virulentos e produtores de ESBLIaevea necessidade de vigilancia

de fendtipos resistentes na produgéo de suinos.
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