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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-.m-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 incompatibilibyg 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.



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.



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).



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



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 morganii sdo 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 inibiddieghey Clinic mantém 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 MECANISM@ 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 Enterobaceriaceae ja foram descritos 27 grupos de
incompatibilidade reconhecidos pelational Collection of Type Cultures (London, 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 géfiegwera com 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 genedlactxm-1s tem sido localizado em
plasmideos do grupo IncF (PARTRIDGE; ZONG; IREDERD11; DAHMEN et al., 2013).
A disseminacdo do geri@acrx-m-9 €m isolados clinicos de. coli e Salmonella enterica na
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 gefbE=sg.
em estirpes de origem humana e animal (ANDRYSIAKalet 2008; MARCADE et al.,
2009).
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6 CONCLUSOES

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

Sequence types deE. coli epidémicos na clinica humana, ST224 e ST410/CO28rf
identificados na producao suina carregando o geaex-m-15;

Novos STs dé. coli foram identificados como reservatoérios do gblatx.m-s ha
producao suina;

Os STs de&. pneumoniae ST340/CC11, ST15 e ST147 de grande importancigaalin
humana, também estéo presentes na producao suina,

Novos STs dé. aeruginosa (ST3201, ST3202 e ST3203) carregam 0 d#aerx-w-

15,

A ocorréncia de estirpes de enterobactérias pemées a complexos clonais
potencialmente virulentos e produtores de ESBLIagvea necessidade de vigilancia
de fendtipos resistentes na produgéo de suinos.
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